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resumo 
 
 
O queijo, devido às suas características, tem-se mostrado como um bom 
veículo de probióticos e têm sido descritos na literatura inúmeros péptidos 
bioactivos resultantes desta matriz. A complexa actividade proteolítica que 
conjuga a acção das enzimas endógenas do leite, o agente coagulante e as 
estirpes bacterianas adicionadas é a principal causa para a variedade de 
péptidos que têm vindo a surgir. Mais recentemente, os estudos têm-se focado 
em queijos de cabra e de ovelha devido ao seu crescente consumo. 
Com o objectivo de se avaliar o efeito dos probióticos na produção de péptidos 
bioactivos em queijo, procedeu-se à manufactura de queijos de leite de vaca, 
cabra e ovelha inoculados com Lactobacillus casei-01 ou Bifidobacterium lactis 
B94. Ao longo de 56 dias de maturação a 12 ºC, avaliou-se a viabilidade das 
estirpes probióticas assim como a extensão da proteólise e a presença de 
actividade antioxidante e anti-hipertensiva nas fracções inferiores a 3 KDa. 
Foram também realizados estudos preliminares de análise por espectrometria 
de massa. 
Observou-se uma boa viabilidade de ambas as estirpes ao longo do tempo nos 
queijos de vaca, cabra e ovelha que se manteve praticamente constante, 
atingindo valores de 10
9 
CFU/g queijo,
 
excepto para a B. lactis B94 em queijo 
de leite de vaca. Os índices de proteólise revelaram um aumento do número 
de pequenos péptidos nos queijos inoculados com L. casei-01 e B. lactis 94 ao 
longo dos 56 dias de maturação, embora esse aumento se tenha notado mais 
nos primeiros dias de maturação, especialmente nos queijos inoculados com L. 
casei-01. 
Registou-se a presença de actividade antioxidante nos queijos de vaca, cabra 
e ovelha ao longo do tempo, mas atingiram-se valores mais elevados nas 
amostras controlo com 56 dias de maturação a 12ºC. Apenas no queijo de 
ovelha com B. lactis B94, se observaram valores de actividade antioxidante 
semelhantes aos das amostras controlo. No que respeita à actividade anti-
hipertensiva, verificou-se que a presença das estirpes probióticas nos queijos 
de cabra e ovelha se repercutiu num aparecimento de actividade com valores 
de IC50 na gama dos 9.9 e 51.2 g/mL. 
A análise de algumas das fracções com valores mais promissores de 
actividade anti-hipertensiva por HPLC-ESI-MS, confirmou a existência de um 
elevado número de péptidos, sendo que o número total de péptidos 
observáveis foi superior nas amostras contendo as estirpes probióticas o que 
se poderá relacionar, ainda que com necessidade de estudos mais 
aprofundados, com a presença de uma actividade inibidora mais intensa. 
Assim, poder-se-á concluir que a adição das estirpes L. casei-01 e B .lactis 
B94 em queijos de cabra e ovelha favorece a formação de péptidos com 
potencial actividade anti-hipertensiva. 
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abstract 
 
The cheese due to its characteristics has been shown to be a good vehicle for 
probiotics and it has also been reported in scientific literature numerous 
bioactive peptides in this kind matrix. The complex proteolytic activity that 
combines the action of endogenous milk enzymes, the coagulant agent and the 
added bacterial strains are the main cause for the variety of peptides that have 
been emerged. More recent studies have been focused on the goat and sheep 
cheeses due to their increasing consumption.  
In order to evaluate the effect of probiotics in the production of bioactive 
peptides in cheeses, it was manufactured cow, goat and ewe’s cheeses 
inoculated with Lactobacillus casei-01 and Bifidobacterium lactis B94. Through 
56 days of ripening at 12 ºC, it was evaluated strain viability as well as the 
degree of proteolysis and the presence of antioxidant and antihypertensive 
activities in the fractions lower than 3 kDa. Preliminary studies were also made 
by mass spectrometry analysis. 
It was observed good viability of both strains along the 56 days of ripening in all 
cheeses, which remained almost constant, reaching values of 10
9 
CFU/g, 
except for B. lactis B94 in cow’s cheese. The proteolysis indexes revealed an 
increase of small peptides in the cheeses inoculated with L. casei-01 e B. lactis 
94 throughout ripening period, which was more pronounced in the first days of 
ripening especially in cheeses inoculated with L.casei-01. 
The presence of antioxidant activity was observed in all cheeses along the 
time, but the higher values were achieved in the control samples with 56 day of 
ripening. Only in ewe’s cheese inoculated with the B. lactis 94 strains it was 
observed similar values to those of to control samples. In terms of 
antihypertensive activity, it was found that the presence of the bacterial strains 
in the goat and sheep cheeses lead to values of IC50 activity between 9.9 and 
51.2 g/mL. 
The analysis of some fractions with higher promising antihypertensive activity 
by HPLC-ESI-MS confirmed the existence of a large number of peptides. The 
total number of observable peptides was higher in samples containing probiotic 
strains which could be related with the presence of a stronger inhibitory activity; 
however, more studies are needed to support this observation. According to the 
results, it can be concluded that the presence of the L. casei-01 and B. lactis 
B94 strains in cow and goat cheeses favours the formation of peptides with 
potential antihypertensive activity. 
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1. Considerações teóricas  
 
1.1 Leite 
1.1.1 Características e composição geral dos leites de vaca, cabra e ovelha 
  
 O leite é uma excelente fonte de proteínas e de outros nutrientes exibindo um 
grande número de actividades biológicas que influenciam a digestão, as respostas 
metabólicas aos nutrientes absorvidos, o crescimento e desenvolvimento de órgãos 
específicos e a resistência a doenças [1, 2]. É um fluído biológico complexo, com 
valores de pH próximos de 6,6 [3], constituído em média por 87,3% de água, 3,2% de 
proteínas, 3,9% de lípidos, 4,6 % de hidratos de carbono especialmente lactose e uma 
fracção mineral de aproximadamente 0,7% [4]. Contudo, esta composição varia 
consoante a espécie e, dentro da mesma espécie, com o tipo de dieta, a qualidade da 
ração, o meio envolvente, a estação do ano, o estádio de lactação e o estado de saúde do 
animal [3, 5]. 
 São notórias diferenças nas características físico-químicas dos leites de vaca, 
cabra e ovelha [5]. O leite de cabra, relativamente ao leite de vaca, possui uma melhor 
digestibilidade, elevada alcalinidade, elevado poder tamponante e elevado valor 
terapêutico e nutricional. Por sua vez, o leite de ovelha apresenta elevada densidade, 
viscosidade, índice refractivo, acidez titulável e um baixo ponto de congelação [5]. 
 Pela visualização da Tabela 1, verifica-se que existe uma diferença significativa 
na percentagem composicional nos leites de vaca, cabra e ovelha. Denota-se para todos 
os constituintes descritos, que o leite de ovelha apresenta valores superiores sendo que 
possui também o teor calórico mais elevado. Assim, o conteúdo em sólidos totais e 
nutrientes do leite de ovelha é superior relativamente ao leite de cabra e vaca [5].  
 As diferenças na composição destes três leites serão abordadas ao longo deste 
capítulo com mais pormenor dentro de cada nutriente, sendo que quando são 
mencionadas as características do leite e não é referenciado o tipo de leite em causa, se 
referem às características gerais médias, com grande ênfase no leite de vaca, o leite que 
se encontra largamente estudado e que se utiliza na maior parte dos casos como leite de 
referência. 
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Tabela 1 - Composição média dos principais constituintes do 
leite de vaca, cabra e ovelha [5]. 
Composição média (%) Vaca Cabra Ovelha 
Lípidos 3,6 3,8 7,9 
Lactose 4,7 4,1 4,9 
Proteína 3,2 3,4 6,2 
      Caseínas 2,6 2,4 4,2 
      Albumina, Globulina 0,6 0,6 1,0 
Azoto não proteico 0,2 0,4 0,8 
Minerais 0,7 0,8 0,9 
Calorias/100mL 69 70 105 
 
 A lactose, um dissacarídeo de glucose e galactose, é o principal açúcar no leite e 
pode variar entre os 0 e os 10% [3]. É sintetizada a partir da glucose nas glândulas 
mamárias e requer a participação da proteína -lactoalbumina. O conteúdo no leite de 
cabra é de 0,2 a 0,5% inferior ao leite de vaca, enquanto no caso do leite de ovelha é 
muito semelhante; como os níveis de gordura e proteínas são muito superiores, isso 
torna a lactose presente no leite de ovelha inferior comparativamente aos sólidos totais 
do leite de vaca [5]. O leite de vaca contêm baixos níveis de monossacarídeos e 
oligossacarídeos, no entanto também no leite de cabra e ovelha são descritos 
oligossacarídeos, glicopéptidos, glicoproteínas e açucares nucleotídicos em pequenas 
quantidades [5]. 
 A fracção lipídica do leite é constituída principalmente por triglicerídeos (98%), 
aproximadamente 1% de fosfolípidos e pequenas quantidades de diacilglicerídeos, 
monoacilglicerídeos, colesterol, ésteres e vitaminas lipossolúveis. Apresenta-se sob a 
forma de glóbulos com um diâmetro que varia entre 0.1 e 20m. A variação no perfil de 
ácidos gordos é responsável pelas diferenças reológicas, pela estabilidade química e 
pelas propriedades nutricionais dos diferentes leites [3, 5]. A percentagem lipídica no 
leite de ovelha (7,9%) é muito superior à existente no leite de cabra e vaca, que 
apresentam valores muito próximos como se pode constatar na Tabela 1. Contudo, o 
tamanho dos glóbulos é menor no leite de ovelha, seguido do leite de cabra (geralmente 
de tamanho inferior a 3m), o que contribui vantajosamente para uma maior 
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digestibilidade e maior eficiência no metabolismo lipídico relativamente à gordura do 
leite de vaca [5]. 
 O conteúdo mineral geral no leite de cabra e ovelha é superior ao descrito no 
leite de vaca, no entanto existem algumas variações dependendo do mineral em causa. 
O leite de cabra apresenta quantidades superiores de cálcio, fosfato, potássio, magnésio, 
cloro e selénio e quantidades inferiores de sódio e enxofre, comparativamente ao leite 
de vaca. O leite de ovelha, relativamente a leite de vaca possui quantidades inferiores de 
potássio, sódio, enxofre e manganésio. Os níveis de iodo, ferro, zinco e cobre são muito 
semelhantes nos três leites [5]. A fracção vitamínica nos leites de vaca, cabra e ovelha é 
bastante variada incluindo as vitaminas A, C, B6, B12, D, tiamina, riboflavina, niacina, 
ácido fólico, ácido pantoténico e biotina. Em geral, o leite de ovelha apresenta 
quantidades mais elevadas de vitaminas do que os leites de vaca e cabra, excepto na 
percentagem de carotenos [2, 5]. Os leites de cabra e ovelha têm níveis superiores de 
vitamina A e os níveis de vitamina B são independentes da dieta do animal, pois surgem 
como resultado de síntese no rúmen. O leite de cabra apresenta deficiências em ácido 
fólico e vitamina B12 enquanto o leite de vaca e ovelha apresentam deficiência em 
vitamina D [5]. 
 
1.1.1.1 Proteínas 
  
 As proteínas do leite apresentam um grande interesse científico devido à sua 
importância na nutrição humana primária [6]. O teor proteico varia nos diferentes tipos 
de leite; a quantidade de proteína no leite de ovelha (5.8% w/w) é, em geral, superior à 
do leite de cabra (4.6% w/w) e à do leite de vaca (3.3% w/w) [5]. 
 Além do azoto proteico, é possível determinar o azoto não proteico (do inglês, 
non protein nitrogen, NPN) presente nos diferentes tipos de leite. A fracção não 
proteica diz respeito ao conteúdo em aminoácidos livres e péptidos libertados aquando 
da hidrólise das proteínas, assim como outros compostos azotados nomeadamente a 
taurina, a ureia e a creatinina [5, 7, 8]. Cerca de 10 a 20% de NPN no leite representa o 
conteúdo em aminoácidos livres [5]. A quantidade de azoto não proteico no leite de 
cabra e ovelha é superior à do leite de vaca como indicado na Tabela 1. O leite de cabra, 
apesar dos níveis superiores de NPN, possui valores inferiores de azoto associado às 
caseínas, comparativamente ao leite de vaca (Tabela 1). Cerca de 95% do azoto total do 
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leite de ovelha corresponde à fracção proteica e 5% corresponde a azoto não proteico. 
[2, 5]. O leite de ovelha é o que apresenta valores superiores de fracção não proteica. A 
taurina, presente no leite de cabra e ovelha em elevadas quantidades, é derivada de 
aminoácidos com enxofre e possui um importante papel metabólico, tal como a 
carnitina nos recém nascidos [2]. 
 As proteínas do leite dividem-se em dois grandes grupos que diferem bastante 
nas suas propriedades biológicas e físico-químicas: as caseínas e as proteínas do soro [6, 
9]. As caseínas correspondem a cerca de 80% e as proteínas do soro a cerca de 20% [2, 
3]. Existe também uma fracção menor de proteínas associadas as membranas dos 
glóbulos de gordura [3-5, 9]. Embora a distribuição proteica se aproxime nos leites de 
vaca, cabra e ovelha, ocorrem variações nas fracções das caseínas e proteínas do soro 
que influenciam os atributos nutricionais dos diferentes leites e dos seus produtos 
derivados [6].  
 As caseínas são fosfoproteínas (caracterizadas por ligações fosfoéster) com um 
elevado conteúdo em prolina e uma reduzida ou quase nula presença de resíduos de 
cisteína. Apresentam insolubilidade a pH 4.6 e a 20ºC. Encontram-se organizadas em 
aglomerados coloidais; as micelas com um diâmetro médio de 120 nm que contêm 93% 
de proteínas e 7% de sais inorgânicos, principalmente cálcio, fosfato e magnésio [3]. 
Subdividem-se nos tipos s1-caseínas, s2-caseínas, -caseínas e -caseínas que 
representam cerca de 38%, 10%, 36% e 12%, respectivamente [3]. São caracterizadas 
por um extenso polimorfismo com a ocorrência de numerosas variantes genéticas. A 
título de exemplo encontram-se na Figura 1 as sequências das s1-caseínas de leite e os 
aminoácidos que variam nos três leites estão assinalados a vermelho. A elevada 
heterogeneidade está associada a modificações pós-transducionais como a ocorrência de 
fosforilações e/ou glicosilações [3, 4, 6]. No caso particular do leite de ovelha, é 
descrito na literatura que a estabilidade da micela assim como a disponibilidade e 
distribuição do cálcio é afectada pela extensão da fosforilação das caseínas [5]. As -
caseínas possuem uma estrutura anfipática particular que contribui para as propriedades 
de estabilização das micelas [3]. As caseínas s1 e  são desprovidas de resíduos de 
cisteína, no entanto as s2 e  contêm duas pontes dissulfureto intermoleculares [3]. 
Todas as caseínas, especialmente as -caseínas, possuem elevados níveis de prolina [3]. 
Talvez devido à sua estrutura aberta, as caseínas mostram-se mais susceptíveis à 
proteólise mas são bastante estáveis ao aquecimento [3]. Por vezes surgem as -
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caseínas, resultantes da quebra das -caseínas por acção da plasmina, uma protease 
intrínseca ao leite. Esta proteinase alcalina apresenta especificidade no corte de lisinas e 
argininas presentes do lado do terminal carboxílico [5]. As caseínas exibem actividade 
biológica associada ao transporte de minerais e como precursoras de um grande número 
de péptidos bioactivos [9].  
  
(A) P04653 
RPKHPIKHQGLSSEVLNENLLRFVVAPFPEVFRKENINELSKDIGSESIEDQAMEDAKQMKAGSSS
SSEEIVPNSAEQKYIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYNVPQLEIVPKSAEEQLHSMKEGNPAHQ
KQPMIAVNQELAYFYPQLFRQFYQLDAYPSGAWYYLPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSGKITM
PLW 
 (B) P02662 
RPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRFFVAPFPEVFGKEKVNELSKDIGSESTEDQAMEDIKQMEAESIS
SSEEIVPNSVEQKHIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYKVPQLEIVPNSAEERLHSMKEGIHAQQ
KEPMIGVNQELAYFYPELFRQFYQLDAYPSGAWYYVPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSEKTTM
PLW 
 (C) P18626 
RPKHPINHRGLSPEVPNENLLRFVVAPFPEVFRKENINELSKDIGSESTEDQAMEDAKQMKAGSSS
SSEEIVPNSAEQKYIQKEDVPSERYLGYLEQLLRLKKYNVPQLEIVPKSAEEQLHSMKEGNPAHQ
KQPMIAVNQELAYFYPQLFRQFYQLDAYPSGAWYYLPLGTQYTDAPSFSDIPNPIGSENSGKTTM
PLW 
 
Figura 1 - Sequências de aminoácidos das s1-caseínas nos leites de ovelha (A), vaca (B) e cabra (C) em 
que se encontram assinalados a vermelho os resíduos que diferem nas várias sequências. Estas sequências 
foram recolhidas da base de dados UniProtKB (http://www.uniprot.org) com o respectivo número de 
acesso indicado na parte superior de cada sequência. 
 
 
 A variação no número de resíduos de aminoácidos entre os leites de vaca, cabra 
e ovelha pode ser visualizada na Tabela 2 [5]. No leite bovino as -caseínas 
apresentam-se como sendo as caseínas com o maior número de aminoácidos enquanto 
no leite caprino e ovino, a maior sequência pertence as s2-caseínas [5]. O número de 
locais de fosforilação nos três tipos de leite é bastante variável sendo que o número 
máximo de fosforilações conhecidas pertence às s2-caseínas do leite ovino [5]. A 
sequência de aminoácidos na fracção 1-11 das s1-caseínas de vaca e ovelha é idêntica 
nesta região da proteína [6]. 
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Tabela 2 – Comparação das características estruturais dos quatro tipos de caseínas no leite de vaca, cabra 
e ovelha [5]. 
 
Caseínas 
Vaca Cabra Ovelha 
A.A.
1
 A.A.
2
 
Locais 
P
3
 
A.A.
1
 A.A.
2
 
Locais 
P
3
 
A.A.
1
 A.A.
2
 
Locais 
P
3
 
s1-caseínas 199 15 9/9 199 15 11/11 199 15 10/10 
s2-caseínas 207 15 17/? 208 15 16/? 208 15 17/13 
-caseínas 209 15 6/5 207 15 6/6 207 15 6/6 
-caseínas 169 21 5/3 171 21 6/3 171 21 5/3 
1
 Número de resíduos de aminoácidos da cadeia mãe das proteínas 
2
 Número de resíduos de aminoácidos com sinal peptídico 
3
 Numero de locais de fosforilação (hipotéticos/actuais) 
 
 
 As proteínas solúveis a pH 4.6 designam-se por proteínas do soro e incluem 
maioritariamente as -lactoglobulinas e as -lactoalbuminas (duas pequenas proteínas 
globulares). A albumina do soro, imunoglobulinas, lactoferrinas, proteose peptonas e 
péptidos de baixo peso molecular derivados da proteólise das caseínas são descritos 
como proteínas minoritárias, assim como a lipoproteína lipase, a lisozima, a 
calmodulina, a lactoperoxidase e a prolactina [2-6, 9]. As imunoglobulinas, lactoferrina, 
lactoperoxidase e lisozima são as principais proteínas com actividade antimicrobiana [1, 
2]. Comparativamente às caseínas, as proteínas do soro possuem um teor superior de 
aminoácidos com enxofre, nomeadamente cisteínas e metioninas [6] e estruturas 
altamente compactas e estruturadas em -hélices e folhas[3]. São completamente 
desnaturadas por aquecimento a 90ºC durante 10 minutos [3]. 
 Durante a produção de queijo, no soro expelido encontram-se as proteínas do 
soro. Poderão também estar presentes os macropéptidos de caseínas resultantes da acção 
da quimosina (constituinte do agente coagulante) na ligação 105-106 das -caseínas [5]. 
Estes macropéptidos são caracterizados pela ausência de aminoácidos aromáticos (Phe, 
Trp e Tyr) e Arg e elevados níveis de aminoácidos acídicos e com grupos hidroxilo [5]. 
A principal proteína do soro no leite de ovelha, a -lactoglobulina, possui uma cadeia 
polipeptídica de 162 aminoácidos, da qual estão descritas três variantes genéticas A, B e 
C [5]. A variante B difere da A na posição 20 em que há troca de uma His por uma Tyr 
e na C a troca de uma Arg por uma Gln na posição 14 [5]. Isto causa variações na 
estrutura terciária do leite de ovelha e uma hidrólise mais rápida pela pepsina, 
 7 
comparativamente ao leite bovino [6]. As proteínas do leite de cabra são também mais 
rapidamente degradadas por enzimas digestivas que as proteínas do leite de vaca [6]. 
  O leite de cabra apresenta baixas percentagens de -lactoalbumina, uma 
metaloproteína que contem um átomo de cálcio por molécula e é importante na síntese 
da lactose [3, 5], e a percentagem de -lactoglobulinas é inferior relativamente ao leite 
de ovelha e vaca [5]. O teor da glicoproteína lactoperoxidase é elevado no leite de cabra 
[2]. 
 Por vezes as proteínas do leite são fonte de alergias para os seus consumidores. 
Os aminoácidos hidrofílicos como os resíduos de lisina, arginina, glutamato e aspartato 
parecem ter um importante papel nos péptidos alergénicos. Estudos demonstram que a 
alergenicidade dessas proteínas, em particular da -lactoglobulina, pode ser reduzida 
substancialmente se ocorrer uma hidrólise com pepsina ou tripsina ou através do uso 
combinado das enzimas proteolíticas [9]. No entanto, a hidrólise enzimática geralmente 
leva à produção de uma elevada percentagem de aminoácidos livres causando um 
aumento na osmolaridade do produto e um sabor amargo causando uma rejeição dos 
consumidores [9]. 
 
1.1.2 Importância económica da exploração de leites de cabra e ovelha 
  
 Cerca de 95% dos produtos lácticos são derivados do leite de vaca. No entanto, o 
consumo no Mediterrâneo de leite de cabra e ovelha e produtos derivados constitui uma 
parte vital na economia e cultura destes países [5, 6]. Os leites de cabra e ovelha exibem 
atributos saudáveis, como a fácil digestibilidade e o elevado teor proteico e vitamínico, 
que podem levar à melhoria da nutrição em diferentes estados da vida e tornarem-se 
vantajosos para grupos populacionais específicos [6].  
 Os produtos lácticos tradicionais derivados do leite de ovelha e cabra possuem 
também efeitos benéficos específicos, quando ingeridos como parte da dieta diária, o 
que deve contribuir para estudos aprofundados [6]. As pesquisas nos últimos anos têm 
sido mais baseadas no leite bovino. A possibilidade de desenvolver produtos lácticos 
derivados do leite de cabra e ovelha facilmente digeríveis deve ser explorada, já que 
estes produtos podem actuar como alimentos funcionais, influenciando, por exemplo, a 
pressão sanguínea e tratando problemas gastrointestinais como a doença inflamatória 
intestinal [6].  
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 O consumo de queijo tem aumentado na última década, independentemente do 
nível socioeconómico dos países e, embora o queijo de vaca represente cerca de 95% da 
produção total de queijo [10], o interesse e produção de queijo de cabra e ovelha tem 
vindo a aumentar. Em Portugal, a exploração queijeira tem uma forte incidência no uso 
de leites de cabra e ovelha reconhecendo-se entre outros exemplos o queijo de Nisa, o 
queijo Serra da Estrela, o queijo de Azeitão e o queijo de cabra Transmontano. Deste 
modo é importante promover estudos aprofundados da potencialidade destes queijos e 
das suas características intrínsecas por enquanto desconhecidas. 
 
1.2 Queijo 
 
1.2.1 Principais processos envolvidos na produção de queijo 
  
 O queijo é um dos produtos mais versáteis actualmente, apelando a muitos 
paladares e consumido por todas as faixas etárias. Essa versatilidade oferece 
oportunidade para muitas estratégias de marketing [10]. Existe uma grande 
variabilidade nos atributos químicos, bioquímicos e nutricionais dos diversos queijos 
produzidos, derivada da origem do leite e do processo de produção do queijo que inclui 
as variáveis de pré-coagulação, a adição de diferentes culturas de arranque, o tipo e 
quantidade de agente coagulante usado, variáveis de pós-coagulação e o tempo e 
temperatura de cura e armazenamento do queijo [6].  
 A produção de queijo é um processo que envolve a conversão do leite líquido 
num material sólido, o coágulo, constituído pelas caseínas, gordura do leite e sais 
insolúveis após expulsão de grande parte da água juntamente com os sais nela 
dissolvidos e as proteínas do soro [3, 10]. Os componentes primordiais do leite para a 
produção de queijo são os lípidos e as caseínas [1]. As enzimas naturalmente presentes 
no soro são preferencialmente adsorvidas à gordura e proteínas mantendo uma elevada 
concentração no queijo [3].  
 Os queijos são frequentemente classificados consoante o teor de humidade (ou 
conteúdo em sólidos totais), o método de precipitação das proteínas e o processo de cura 
[3]. Dependendo do teor de humidade, podem classificar-se em queijos de pasta mole, 
semidura, dura ou muito dura [10]. 
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 A proteólise é um processo extremamente importante, podendo dizer-se que se 
trata do maior evento bioquímico, causado pelas enzimas presentes no leite (plasmina), 
as enzimas do agente coagulante (pepsina e quimosina) e enzimas bacterianas [11-15] 
contribuindo especialmente no sabor e textura finais [3, 8, 11, 16, 17].  
 Divide-se em duas fases: a proteólise primária e a proteólise secundária. A 
proteólise primária pode ser definida como o conjunto de mudanças químicas que 
ocorre nas caseínas (e grandes polipéptidos derivados) que são detectados por 
electroforese num gel de poliacrilamida (do inglês, polyacrylamide gel electrophoresis, 
PAGE) [7]. Rege-se principalmente pela actividade do agente coagulante, pela plasmina 
ou por ambos [18]. As -caseínas são a principal fracção afectada pela quimosina nesta 
etapa primária do processo de coagulação do leite [12]. A proteólise secundária engloba 
a acção do agente coagulante residual, assim como das peptidases bacterianas que 
levam à formação de pequenos péptidos e aminoácidos livres que são solúveis na fase 
aquosa do queijo, e portanto encontrados na fracção solúvel em água [7, 19]. Os 
péptidos e aminoácidos livres libertados pelas enzimas proteolíticas relacionam-se com 
a intensidade do sabor e podem ser usados na monitorização do envelhecimento do 
queijo [7]. 
 Resumindo, o processo proteolítico no queijo inicia-se pela quebra primária 
limitada da paracaseína pelo agente coagulante e/ou pela enzimas endógenas do leite a 
polipéptidos que serão posteriormente degradados pelo sistema proteolítico das 
bactérias ácido-lácticas (do inglês, lactic acid bacteria, LAB) e bactérias ácido-lácticas 
não iniciadoras (do inglês, non starter lactic acid bacteria, NSLAB) a péptidos e 
aminoácidos [12].  
 A actividade proteolítica global é causada pelas proteinases presentes no queijo. 
O queijo possui três categorias de enzimas activas presentes, nomeadamente as 
proteinases nativas ou endógenas do leite, as proteinases endógenas derivadas das 
bactérias contaminantes e as enzimas exógenas adicionadas para coagular o leite. Além 
destas devem ser mencionadas as enzimas derivadas de microrganismos 
propositadamente adicionados. De notar que as enzimas só serão activas em queijos 
produzidos com leite cru ou quando os tratamentos térmicos aplicados não forem 
suficientes na inibição destas [20].  
 A protease alcalina ou plasmina é a principal protease nativa do leite, é bastante 
termoestável e cliva ligações Lys-X e Arg-X. Outras proteinases, identificadas como 
proteinases ácidas, foram identificadas no leite e actuam nas caseínas com maior 
 10 
actividade a temperaturas superiores a 13ºC. Além das proteinases nativas, o leite pode 
conter proteinases geradas dos microrganismos que podem crescer durante o seu 
armazenamento a baixas temperaturas (4ºC) [20]. As concentrações de cloreto de sódio 
e o pH têm influência na acção das proteinases nativas do leite [20]. As enzimas de 
coagulação possuem diversas origens, mas habitualmente incluem a pepsina e 
quimosina formando o coalho. Uma grande parte destas enzimas são expelidas com o 
soro mas algumas mantêm-se no coágulo dependendo do teor de humidade ou do pH do 
queijo. As concentrações de coalho residual e a sua actividade variam consoante o tipo 
de queijo. O coalho cliva principalmente no grupo carboxílico das ligações Phe-X e 
Leu-X [20]. As bactérias que poderão estar presentes no queijo possuem proteinases 
endocelulares e exocelulares que são libertadas durante o processo de amadurecimento 
do queijo [20]. 
 A coagulação do leite envolve o uso de um agente coagulante, o coalho, que 
pode ser de origem animal, vegetal ou microbiana e apresentar uma combinação 
diferente de enzimas. A adição de cloreto de cálcio permite aumentar a actividade 
coagulante do agente utilizado [3]. A presença de iões cálcio facilita a agregação das 
micelas de caseínas e a neutralização das cargas negativas com a formação de ligações 
iónicas [3]. 
 A quimosina é uma das enzimas frequentemente utilizadas na formulação do 
coalho animal. Esta coagula o leite idealmente a pH 6,0-6,4 e a temperaturas entre os 20 
e 30ºC em duas fases, uma etapa primária enzimática seguida de uma etapa não 
enzimática [3]. A acção da quimosina causa uma desidratação do leite em combinação 
com efeitos de conservação como a acidificação, a salga e a refrigeração [3]. 
Inicialmente a quimosina cliva a ligação entre a Phe
105
-Met
106
 das -caseínas, 
localizadas na superfície das micelas, eliminando a sua acção de estabilização das  e -
caseínas, tanto no leite bovino como no leite caprino e ovino [12]. Apenas o fragmento 
hidrofóbico (1-105) das -caseínas, designado por para--caseínas, se mantêm no 
coágulo [20]. De seguida as micelas destabilizadas, na presença de cálcio, agregam 
formando um gel. Após a iniciação da cura do queijo a quimosina residual actua nas 
s1-caseínas [3]. A quimosina poderá gerar péptidos a partir do terminal amínico das 
s1-caseínas nomeadamente as fracções 1-13, 1-20 [21] e clivar entre a Phe
23
-Phe
24
 
originando as fracções 1-23 e 24-199 [12, 15, 20] ou clivar a fracção 24-199 das s1-
caseínas entre Phe
32
-Gly
33
 [15]. Deve ter-se em atenção que as variantes genéticas das 
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caseínas por vezes não possuem estas sequências específicas no local susceptível de 
corte, pelo que são resistentes à acção da quimosina, ilustrando a especificidade de 
proteólise [20]. Mais de 40% das s1-caseínas são degradadas a pHs entre os 4,85 e os 
5,75 após 14 dias de cura a 13ºC e o péptido s1-I (24-199) é o produto de degradação 
mais facilmente formado pelo coalho [20]. A proteinase ácida actua tal como a 
quimosina nas s1-caseínas [20]. As caseicidinas podem ser obtidas pela digestão das 
caseínas pela acção da quimosina a pH neutro [22]. As s2-caseínas são resistentes à 
hidrólise pela quimosina e em solução, a pH 7,8, são completamente degradadas pela 
plasmina [20]. 
 As -caseínas são alvo de hidrólise por acção da plasmina dando origem as -
caseínas ou pela acção do agente coagulante [20]. Leu
190
-Tyr
191
 e Leu
192
-Tyr
193
 são 
conhecidos locais de corte das -caseínas pela acção da quimosina em solução [12, 15]. 
Alguns autores reportam que a actividade do coalho nas -caseínas está dependente do 
pH e das concentrações de NaCl [20]. A homologia entre as sequências bovinas e 
ovinas das -caseínas é elevada (superior a 90%) pelo que existem evidências de uma 
acção semelhante da quimosina [12]. A actividade proteolítica da quimosina bovina e 
pepsina nas -caseínas ovinas e caprinas é equivalente à existente no leite bovino [12]. 
 Podem também formar-se durante o processo de produção de queijos de cabra e 
ovelha, os macropéptidos de caseína, derivados solúveis das -caseínas [2]. Se 
ocorrerem tratamentos severos de aquecimento característicos das pasteurizações, estes 
poderão causar a desnaturação das proteínas do soro e provocar interacções entre as -
lactoglobulinas e -caseínas, diminuindo a capacidade da quimosina de hidrolisar as 
caseínas e iniciar a formação do coágulo [3].  
 A pepsina é também frequentemente um constituinte do coalho animal. Esta 
endopeptidase actua na presença de valores reduzidos de pH clivando preferencialmente 
ligações entre resíduos hidrofóbicos nomeadamente fenilalaninas, tirosinas e triptofano, 
causando um aumento de agregados de caseína [23]. 
 O coágulo produzido pelo coalho é cortado e homogeneizado para expelir o 
soro, um processo designado dessoramento. Cerca de 96-98% da lactose é removida no 
soro [3]. Por vezes os queijos são mantidos em salas de ambiente controlado durante um 
determinado tempo para que sejam atingidos determinados parâmetros sensoriais ao que 
se designa de cura [10]. A temperatura de armazenamento é uma característica variável 
importante nas propriedades sensoriais do queijo [17]. 
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 O processo de cura do queijo é bastante complexo e envolve alterações 
microbiológicas e bioquímicas no coágulo, resultando num aroma e textura 
característicos. As alterações bioquímicas que decorrem numa fase primária englobam o 
metabolismo da lactose residual, assim como a conversão de lactato e citrato à qual se 
seguem a lipólise e proteólise [10, 24].  
 Além da acção enzimática endógena ocorre uma acção enzimática microbiana 
característica dos microrganismos naturalmente presentes no leite ou adicionados 
durante o fabrico do queijo [17]. Ocorre também um decréscimo da actividade da água, 
juntamente com a diminuição do pH (entre valores de 4,9-5,3) criando um ambiente 
hostil e stressante para culturas que possam ser adicionadas, por exemplo, probióticos 
[10]. Contudo algumas espécies de LAB são capazes de tolerar este tipo de ambiente 
[17]. Poderão também surgir populações bacterianas não patogénicas que irão competir 
pelos nutrientes criando um potencial problema para a viabilidade dos probióticos [10]. 
A cura do queijo leva a formação de proteínas modificadas enzimaticamente [9]. A taxa, 
extensão e natureza da proteólise durante a cura do queijo assim como as quantidades e 
natureza dos produtos de degradação variam de acordo com as enzimas envolvidas, o 
tipo de queijo e as condições físicas de amadurecimento [20]. 
 
1.2.2 Metodologias para avaliar a extensão de hidrólise no queijo 
 
 A utilização da electroforese permite detectar quantitativamente a presença de 
proteínas intactas no queijo em vários estados de cura servindo como índice de 
maturação. A técnica electroforética permite identificar as proteínas degradadas e com 
menor precisão identificar as proteases envolvidas, pelo menos aquelas que resultam em 
produtos de degradação bem definidos em electroforese em gel de poliacrilamida [20]. 
A quantificação do azoto solúvel em água (do inglês, water soluble nitrogen, WSN) é 
habitualmente realizada pelo método de Kjeldahl ou caracterizada por cromatografia em 
gel. O método mais consistente e conveniente na obtenção da fracção de WSN baseia-se 
na homogeneização de uma porção de queijo com água na proporção 1:2 (peso/volume) 
durante 20 minutos a 20ºC, seguido de aquecimento a 40ºC durante uma hora e 
posterior centrifugação para recolher o sobrenadante. Este método permite extrair cerca 
de 70% do azoto solúvel [19]. A percentagem de pequenos péptidos na fracção de azoto 
solúvel aumenta com o grau de maturação do queijo como consequência da acção 
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proteolítica conjunta entre as enzimas endógenas, o agente coagulante adicionado e 
principalmente as bactérias naturalmente presentes ou propositadamente adicionadas 
[19]. 
 A precipitação dos compostos azotados em solução pelo ácido tricloroacético 
(do inglês, trichloroacetic acid, TCA) é um método clássico utilizado em bioquímica 
para fraccionamento da fracção de azoto solúvel, sendo que a percentagem mais 
adequada é a de 12% de ácido; a fracção solúvel resultante corresponde à fracção de 
azoto não proteico (do inglês, non protein nitrogen, NPN), isto é, aos péptidos de menor 
dimensão e aminoácidos livres [19].  
 
1.3 Probióticos 
 
 Os probióticos definem-se pela Organização das Nações Unidas para Agricultura 
e Alimentação (FAO) como microrganismos vivos que, quando administrados em 
quantidades adequadas, conferem efeitos benéficos ao hospedeiro [10, 11, 17, 21, 25-
27]. Um alimento probiótico é considerado qualquer produto processado que contenha 
microrganismos probióticos viáveis na sua matriz e em concentrações suficientes [10]. 
Segundo a literatura, é necessário que o produto final apresente populações de 10
6
-10
7
 
unidades formadoras de colónias (do inglês, colony forming units, CFU) por grama ou 
mL atingindo 10
8
-10
9
 CFU para um consumo diário de 100 g ou 100 mL de alimento, 
para assegurar um impacto benéfico na saúde do consumidor [10, 17, 28-30] e a sua 
prevalência na composição da microflora intestinal [29]. 
 As estirpes probióticas usadas na incorporação dos alimentos devem ser 
consideradas como substâncias seguras de serem adicionadas (GRAS) e não devem 
causar alterações sensoriais indesejáveis no sabor, aroma, textura e outros atributos 
importantes [10, 17]. Além disso devem suportar as aplicações industriais, as condições 
do meio ambiente e serem capazes de crescer/sobreviver em elevados níveis no produto 
durante o seu tempo de prateleira [10, 17, 26]. 
 O consumo dos probióticos afecta beneficamente a saúde humana melhorando o 
equilíbrio microbiano intestinal e aumentando as defesas das mucosas contra 
patogénicos. Alguns dos efeitos descritos na literatura incluem actividade 
antimicrobiana, prevenção e tratamento de diarreias, redução do colesterol sérico, 
diminuição dos sintomas associados a intolerância da lactose, actividade antimutagénica 
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e anticancerígena, estimulação do sistema imunitário e melhoramento da saúde 
urogenital [10, 11, 21, 30]. No entanto é importante mencionar que os efeitos benéficos 
dependem da estirpe a ser utilizada na formulação do produto, tal como todas as outras 
características envolvidas no produto e o meio onde se encontra [24], e não se 
conhecem estirpes que consigam contribuir com todos estes efeitos simultaneamente 
[10]. 
 As bactérias ácido-lácticas são descritas como bactérias Gram positivas, que não 
formam esporos e dão negativo para o teste da catalase [16, 17]. Produzem 
maioritariamente ácido láctico como produto final e usualmente subdividem-se em dois 
grupos distintos baseados no metabolismo dos açúcares: o grupo homofermentativo 
utiliza a via glicolítica para converter as fontes de carbono em ácido láctico enquanto as 
bactérias heterofermentativas produzem quantidades equimolares de lactato, dióxido de 
carbono, etanol e acetato através da glucose [3, 17, 27]. Comercialmente as LAB são as 
mais importantes [27]. São comummente utilizadas devido ao seu contributo 
significativo para o sabor, textura, valor nutricional e segurança microbiana dos 
alimentos fermentados [17]. 
Este tipo de bactérias apresenta diferentes papéis no processo de fabrico de queijo, 
algumas participam no processo de fermentação da lactose originando elevadas 
concentrações de ácido láctico e outras estão implicadas na cura [17]. Lactobacillus 
casei é um exemplo típico de bactérias ácido-lácticas que não são utilizadas como 
culturas de arranque [17]. Possuem um complexo sistema proteolítico devido ao seu 
requerimento de aminoácidos. As Lactobacillus são deficitárias da capacidade 
biossintética de aminoácidos o que é compensado pelo sistema que consiste nas 
proteinases da parede celular (lactocepinas) que iniciam o ataque proteolítico, um 
sistema de transporte que facilita a toma de oligopéptidos para dentro da célula e 
peptidases intracelulares [15, 16, 31, 32].  
 As LAB apresentam um papel definido na degradação das caseínas e péptidos 
levando à produção de aminoácidos livres [3, 17]. As NSLAB possuem uma larga gama 
de enzimas hidrolíticas o que lhes confere um elevado potencial na cura do queijo [17]. 
A habilidade das LAB de produzir bactericinas é uma característica importante na 
biopreservação que se traduz num aumento do tempo de prateleira e uma melhoria na 
segurança do alimento contra microrganismos patogénicos e/ou os seus metabolitos 
[17]. 
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1.3.1 Lactobacillus e Bifidobacterium 
 
 As culturas comerciais de Lactobacillus sp. e Bifidobacterium sp têm sido 
largamente usadas como microrganismos probióticos em alimentos funcionais [26, 27, 
30].  
 Lactobacillus são bactérias Gram-positivas, não formam esporos, dão negativo 
para o teste da catalase e apresentam-se como bacilus ou cocos. São bactérias 
fermentativas, microaerófilas e quimiorganotróficas [27, 29]. Apresentam um conteúdo 
de guanina-citosina entre os 34-37mol% [29]. A temperatura de crescimento varia entre 
os 2ºC e os 53ºC, sendo a temperatura ideal entre os 25-30ºC [33], embora se adaptem a 
decréscimos de temperatura até 20ºC abaixo da temperatura ideal, continuando a crescer 
a taxas mais reduzidas [34]. Grande parte dos lactobacilos são neutrófilos e a gama de 
pH ideal situa-se entre os 5.5 e 6.2, todavia por vezes apresentam um comportamento 
acidófilo sendo que, a valores de pH inferiores a 3.0, o crescimento bacteriano é 
dificultado [33]. Existem Lactobacillus tolerantes ao oxigénio e anaeróbias [29] e o 
metabolismo fermentativo que possuem pode incluir-se em três grandes grupos: 
homofermentativas obrigatórias, heterofermentativas obrigatórias e heterofermentativas 
facultativas [33]. Lactobacillus casei é um exemplo de bactérias heterofermentativas 
facultativas [35]. As Lactobacillus requerem necessidades complexas para se 
desenvolverem, nomeadamente açúcares passíveis de fermentação, proteínas, vitaminas 
do complexo B, ácidos gordos livres insaturados e minerais como magnésio e ferro [29]. 
Os efeitos mais documentados na literatura incluem a estimulação do sistema 
imunitário, prevenção e redução da intensidade da diarreia e redução da intolerância à 
lactose embora também se enunciam efeitos benéficos na absorção de nutrientes e 
minerais e na diminuição da dor intestinal [36]. 
 Bifidobactérias são geralmente caracterizadas como bactérias Gram-positivas, 
imóveis, não esporulantes, anaeróbicas, catalase negativa e com um elevado conteúdo 
em guanina-citosina (55 a 67mol%) [10, 21, 29, 37]. Algumas alterações morfológicas 
podem ser causadas por iões de cálcio e cloreto de sódio que provocam modificações na 
capacidade de produzir ácido e outras características de crescimento [30]. Apesar da sua 
natureza ser considerada anaeróbia, por vezes toleram oxigénio na presença de dióxido 
de carbono [37] e embora esta sensibilidade varie de acordo com a estirpe do 
microrganismo, em geral, são mais sensíveis ao oxigénio que Lactobacillus [10, 27, 30]. 
A B. lactis, uma espécie descoberta mais recentemente, é moderadamente tolerante ao 
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oxigénio e à acidez [29, 37]. A temperatura óptima de crescimento está entre os 36ºC e 
os 43ºC dependendo da origem da estirpe e geralmente não crescem a temperaturas 
inferiores a 20ºC [29, 30, 37]. Tal como outros organismos vivos possuem mecanismos 
moleculares complexos que lhes permitem proteger-se de danos causados por 
acumulação de proteínas desnaturadas causadas por grandes variações de temperatura 
[37]. A cisteína é muitas vezes adicionada nos meios de crescimento das bifidobactérias 
para reduzir o potencial de oxidação-redução pois é um forte agente redutor tendo uma 
influência positiva na viabilidade destas bactérias durante o armazenamento dos 
produtos lácteos fermentados [29, 37]. Por vezes são capazes de fermentar hidratos de 
carbono complexos, sendo os substratos mais comuns a D-galactosamina, D-
glucosamina, a amilose e a amilopectina [29]. O pH óptimo de crescimento ronda os 6-7 
no entanto tolera uma gama alargada entre os 4,5-5,0 e os 8,0-8,5 [29, 30]. A produção 
de ácidos contribui para a defesa da estirpe contra microrganismos patogénicos no 
entanto não tolera bem a acidez gerada por produtos metabólicos resultantes do 
metabolismo de outras bactérias ácido-lácticas [30] e apresentam baixas taxas de 
sobrevivência em produtos fermentados [27]. O conteúdo de ácido acético aumenta em 
matrizes inoculadas com B. lactis B94 e em maior extensão do que a causada pela 
L.casei-01, como consequência do metabolismo inerente a estes microrganismos [25]. 
No entanto o elevado pH no queijo pode oferecer um melhor ambiente para a taxa de 
sobrevivência destas bactérias [21, 29]. O pH final do produto mostra-se como um 
factor crucial na sobrevivência do organismo probiótico. Habitualmente o número de 
probióticos sofre um decréscimo a pHs inferiores a 4,4 [27]. Possuem um metabolismo 
especial que lhes permite produzir ácido acético além de ácido láctico na proporção 
molar de 3:2 através da fermentação da glucose ou lactose pela via da frutose-6-fosfato 
[30]. Especificamente a B. lactis metaboliza hexoses pela via da frutose-6-fosfato 
levando à produção de elevadas quantidades de ácido acético como se verificou nos 
queijos de cabra de Gomes et. al. e no queijo tipo Gouda [18]. 
 Baseado na combinação das capacidades proteólitica e lipolítica, Lactobacillus 
casei-01 e Bifidobacterium lactis B94 são consideradas estirpes adequadas para 
inoculações de queijos [21, 25]. O crescimento está dependente das características físico 
químicas do queijo, como as altas concentrações de sal. A competição por nutrientes, tal 
como as interacções microbianas e os factores ambientais influenciam a população 
bacteriana no queijo [21]. Alguns autores mencionam que os lactobacilos possuem um 
sistema proteolítico mais completo que as bifidobactérias, o que lhes permite hidrolisar 
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as caseínas e crescer num meio lácteo com maior facilidade [24]. Queijos elaborados 
com bifidobactérias apresentam elevadas concentrações de ácido láctico e ácido acético 
mas pequenas diferenças nos atributos sensoriais indicando que este tipo de bactérias 
não exibe uma actividade metabólica extensa [30]. Outros autores apoiam esta ideia de 
uma baixo potencial proteolítico comparativamente com lactobacilus [38-40], contudo 
as bifidobactérias apresentam uma elevada actividade de aminopeptidases intracelulares 
e demonstram a presença da actividade de iminopeptidases e carboxipeptidases [39]. 
Estas considerações poderão explicar o crescimento mais lento no leite [26] e uma 
maior actividade proteolítica a tempos de cura mais prolongados nos queijos. Apesar da 
menor actividade proteolítica descrita, nos queijos Gouda e no queijo de cabra 
desenvolvido por Gomes e Malcata [18, 29] verificou-se que as bifidobactérias 
contribuiram significativamente para a cura levando à formação de péptidos com baixo 
peso molecular e aminoácidos livres. No queijo “Pategrás” a B. lactis não apresenta um 
impacto proteolítico enquanto que L.acidophilus aumenta o nível de compostos 
azotados e aminoácidos livres [24].  
 
1.3.2 Queijo como veículo de probióticos 
  
 Um queijo probiótico deve apresentar o mesmo comportamento que um queijo 
convencional, assim sendo, a incorporação de bactérias probióticas não deve implicar 
uma perda de qualidade do produto, isto é, a incorporação do probiótico não deve 
afectar a proteólise primária realizada pelo agente coagulante nem a acção da plasmina 
como coagulante residual que actua em menor extensão [10, 25]. As enzimas dos 
probióticos causam uma proteólise secundária, aumentando o conteúdo de péptidos e 
aminoácidos livres que contribuem para o sabor e podem tornar-se precursores na 
síntese de compostos responsáveis pelos aromas voláteis [10, 17, 25, 41]. 
Habitualmente, as enzimas bacterianas probióticas apresentam uma baixa actividade 
lipolítica [10]. 
 As bactérias probióticas incorporadas no queijo devem ter a capacidade de 
proliferar no intestino humano e devem sobreviver durante a passagem no tracto 
gastrointestinal, que envolve a exposição ao ácido clorídrico e aos ácidos biliares no 
intestino delgado [10, 42]. Se as culturas forem capazes de produzir substâncias 
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antimicrobianas naturais, permitirão inibir o crescimento de microrganismos 
indesejáveis no queijo, aumentando o tempo de prateleira do produto [10, 24]. 
 Diversos queijos foram testados como veículos de estirpes potencialmente 
probióticas de Lactobacillus e Bifidobacterium apresentando sucesso na manutenção da 
viabilidade dos microrganismos e apropriadas características tecnológicas e 
organolépticas no produto final [11, 24]. Nestes incluem-se o queijo Cheddar [39], 
Gouda, Crescenza, Árzúa-Ulloa [11, 28], queijo fresco de Minas [11, 28], queijo branco 
turco [24], “Canestrato Pugliese”, um queijo de ovelha curado produzido com as 
estirpes B. bifidum Bb02 e B. longum Bb46 [24], um queijo de cabra onde foram 
incorporadas as estirpes de B. lactis e L. acidophilus [18] e queijos probióticos e 
simbióticos com B. lactis B94 e L. casei-01 [43]. 
 O queijo oferece uma alternativa viável aos leites fermentados e iogurtes devido 
à sua versatilidade, características organolépticas e valor nutricional [25]. Funciona 
como tampão contra a elevada acidez do tracto gastrointestinal, cria um ambiente mais 
favorável à sobrevivência do probiótico através do transito gástrico devido ao elevado 
pH e, além disso, a sólida e densa matriz e o alto conteúdo de gordura do queijo 
oferecem protecção adicional aos probióticos no estômago [10, 11, 17, 30, 39, 42]. A 
sobrevivência da estirpe é dependente dos níveis de sal no queijo e a sua viabilidade é 
drasticamente diminuída quando as concentrações de sal são superiores a 4% [10], da 
disponibilidade de nutrientes, da presença de promotores ou inibidores de crescimento e 
das percentagens de oxigénio [30]. Devido às suas características, o queijo fresco parece 
ser ideal para servir como veículo de bactérias probióticas, visto ser um queijo não 
curado, e o seu armazenamento se realizar a temperaturas de refrigeração [10, 28]. Além 
disso existem diversos estudos que mencionam o desenvolvimento de queijos frescos 
com probióticos, com contagens adequadas e influência positiva sobre a textura e 
propriedades sensoriais desses mesmos queijos, como é o caso do requeijão português, 
o queijo fresco argentino e o queijo fresco de Minas [10, 17]. Adicionalmente, o grau de 
acidez que a bactéria confere, a habilidade de crescer em meio láctico e a rápida 
acidificação reduzindo o tempo de fermentação e consequentemente o risco de 
contaminação são características positivas da adição dos probióticos a nível industrial 
[10]. No entanto, é importante que o desenvolvimento de queijos suplementados com 
probióticos envolva estudos clínicos in vivo e que haja a verificação da manutenção da 
viabilidade das estirpes no produto aquando do seu consumo [10]. 
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1.4 Péptidos bioactivos 
 
 Os péptidos bioactivos definem-se como fragmentos específicos de proteínas 
que possuem um impacto positivo nas funções ou condições do organismo e levam a 
uma influência saudável [2, 17, 44, 45]. A sua acção no organismo baseia-se na 
composição e sequência primária de aminoácidos. Os efeitos benéficos destes péptidos 
incluem uma acção antimicrobiana, antioxidante, antitrombótica, anti-hipertensora, 
imunomodeladora e opióide [2, 26, 46-48]. O seu potencial de promover a saúde 
humana pela redução do risco de doenças crónicas e aumentar a protecção natural 
imune leva a um grande interesse científico nos últimos anos [44, 45]. O tamanho das 
sequências activas varia geralmente entre os 2 e 20 resíduos de aminoácidos, massas 
moleculares inferiores a 6000Da [49] e alguns péptidos revelam propriedades 
multifuncionais [2, 44-46, 48, 50]. A título de exemplo, péptidos derivados da fracção 
60-70 das -caseínas apresentam actividade imunomodeladora, opióide e anti-
hipertensora e são resistentes à proteólise devido à elevada hidrofobicidade e presença 
de resíduos de prolina [2].  
 Encontra-se largamente documentado que os aminoácidos possuem propriedades 
fisiológicas específicas e participam num sem número de vias metabólicas sendo 
precursores de metabolitos activos. Os aminoácidos considerados fisiologicamente 
activos são, por exemplo, a arginina, a glutamina, a histidina, a lisina, a taurina, a 
tirosina e o triptofano [9]. A expressão total da bioactividade pode estar dependente do 
sinergismo entre os péptidos bioactivos com agentes não peptídicos como lípidos, 
glicolípidos e oligossacarídeos [31]. Os efeitos fisiológicos dependem da habilidade dos 
péptidos de chegarem intactos aos locais de acção, o que envolve a absorção através do 
epitélio intestinal para os órgãos periféricos [32]. O tamanho molecular e as 
propriedades estruturais afectam este transporte e alguns estudos indicam que péptidos 
entre 2-6 aminoácidos são absorvidos mais facilmente que proteínas ou aminoácidos 
livres e pensa-se que com o aumento do peso molecular dos péptidos diminui a 
possibilidade destes péptidos atravessarem intactos a barreira intestinal [49]. 
 Actualmente, as proteínas do leite são consideradas a principal fonte de péptidos 
bioactivos [9, 17, 44, 45, 50]. Estes péptidos, produzidos a partir de proteínas 
precursoras do leite como as caseínas e as proteínas do soro, encontram-se inactivos 
quando incorporados na sequência primária da proteína mãe e tornam-se biologicamente 
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activos quando libertados através de hidrólise enzimática por enzimas digestivas, por 
fermentação do leite com culturas proteolíticas ou proteólise por enzimas derivadas de 
microrganismos ou plantas [2, 6, 9, 17, 44, 45, 47, 48, 50, 51]. Por vezes utiliza-se a 
combinação de alguns destes métodos em simultâneo na formação de pequenos péptidos 
funcionais e pode ocorrer a sua formação durante o processamento alimentar [9]. 
 O impacto do processamento alimentar nos péptidos bioactivos pode verificar-se 
durante o aquecimento, a exposição a alta pressão, entre outros. A título de exemplo, o 
aquecimento geralmente diminui a solubilidade das proteínas devido a sua agregação ou 
coagulação causando uma diferente disponibilidade das mesmas na libertação dos 
péptidos. As temperaturas de desnaturação de diferentes proteínas variam entre 60 e 
90ºC, e por exemplo, a desnaturação térmica da -lactoalbumina é primariamente um 
processo reversível com 80-90% de renaturação a valores de pH acima dos 3.3 [9].  
 
1.4.1 Hidrólise enzimática e fermentação microbiana 
  
 A hidrólise enzimática ocorre durante a digestão gastrointestinal ou pode ser 
simulada utilizando enzimas gastrointestinais, habitualmente pepsina e tripsina e ainda 
proteinases como a alcalase, quimotripsina, pancreatina e termolisina [44, 45, 47]. A 
título de exemplo, um estudo indica que a fracção 1-14 da s1-caseína pode ser 
hidrolisada durante a digestão gastrointestinal à fracção 1-9 [6]. 
 Além da libertação de péptidos durante a digestão, esta pode ocorrer durante o 
fabrico de produtos lácticos [9]. A fermentação microbiana permite a produção de 
péptidos a partir de bactérias com um sistema proteolítico baseado ou não no ácido 
láctico. As proteinases permitem a libertação de oligopeptidos que posteriormente 
poderão sofrer hidrólise pelas peptidases, gerando pequenos fragmentos [31]. A 
formação peptídica e bioactividade são afectadas pelas condições de crescimento das 
bactérias sendo possível manipular a formação de péptidos até certa extensão [45].
 A proteólise durante a fermentação do leite e a cura do queijo levam à formação 
de péptidos bioactivos, por exemplo, com actividade anti-hipertensora e ainda 
casomorfinas e fosfopéptidos com diversas actividades [9]. Os caseinofosfopéptidos 
(CPPs) resultam da hidrólise tríptica das caseínas e a presença na sua sequência de um 
aglomerado de três resíduos de fosfoserinas, seguidos de dois resíduos de ácido 
glutâmico, formam um núcleo negativo a pH intestinal, que permite a ligação a minerais 
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e a resistência às enzimas proteolíticas intestinais [6]. Este tipo de péptidos actua na 
inibição da enzima conversora da angiotensina (do inglês, angiotensin converting 
enzyme, ACE) [1]. “Kefalograviera”, um queijo de leite de ovelha pode ser uma 
potencial fonte de CPPs [6]. Outros estudos demonstram a existência de fosfopéptidos 
derivados das -caseínas durante a cura de queijos semi-duros [6]. 
 O grau de proteólise é bastante dependente da espécie bacteriana envolvida e das 
condições físicas de fermentação [9, 26]. A especificidade das proteinases e peptidases é 
um factor importante, mas pensa-se que a extensão da proteólise seja o factor dominante 
[41]. As caseínas do leite de ovelha, búfalo e humano podem ser possíveis precursoras 
de péptidos opióides desde que contenham a sequência de aminoácidos característica de 
péptidos exógenos [9]. Também o leite bovino apresenta as s1, s2 e -caseínas que 
contém regiões forforiladas que podem ser libertadas por hidrólise enzimática e originar 
fosfopéptidos específicos [9]. 
 
1.4.2 Péptidos antioxidantes 
  
 O interesse por alimentos funcionais com péptidos antioxidantes tem vindo a 
aumentar pois podem ser potencialmente empregues sem os efeitos colaterais tóxicos 
que poderiam advir de equivalentes sintéticos [52]. São considerados compostos 
seguros, com baixo peso molecular, baixo custo e fácil absorção [49]. Além disso, o 
produto que apresenta esta actividade possui a vantagem adicional de conferir valor 
nutricional além das propriedades funcionais [49, 52]. 
 Os péptidos antioxidantes contêm geralmente entre 5 e 16 resíduos de 
aminoácidos [49]. Apresentam um grande potencial na prevenção de sistemas 
biológicos contra danos causados pelo stress oxidativo e quando administrados via oral 
poderão apresentar um interesse considerável na intervenção de eventos inflamatórios 
causados por espécies radicalares nas células vivas [44, 49]. Apesar de não se 
conhecerem os mecanismos exactos desta actividade sugere-se que as propriedades 
antioxidantes de determinados péptidos envolvam ligações a iões metálicos de 
transição, sequestro de radicais livres e inibição de peroxidação lipídica através da 
destruição de oxigénios singuletos. Estas acções poderão ocorrer simultaneamente como 
mecanismos cooperativos [49, 50, 52, 53]. 
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 Os metais de transição como o Fe
2+
 e o Cu
2+
 podem catalisar reacções de 
formação de espécies reactivas de oxigénio. Como exemplo o ferro actua na conhecida 
reacção de Fenton e catalisa a quebra de peróxidos lipídicos levando à formação de 
compostos voláteis oxidativos. A ligação a esses iões pode contribuir para uma 
actividade antioxidante [54]. Nos estudos de Fervin et al. [54] verificou-se que fracções 
de iogurtes enriquecidos com -3 de baixo peso molecular continham péptidos ou 
aminoácidos com valores elevados de ligação aos iões Fe
2+
. Nesses mesmos estudos 
verificaram que a fracção inferior a 3KDa apresentava compostos com elevado poder 
redutor relativamente ao ácido ascórbico [54]. Nas proteínas e péptidos os grupos 
carboxilo e amina na cadeia lateral de aminoácidos ácidos e básicos, respectivamente, 
parecem estar envolvidos na ligação a metais [54]. Foi sugerido que a sequência Glu-
Leu derivada das caseínas é importante na acção de sequestro de radicais [53]. 
 A lactoferrina e alguns péptidos derivados das caseínas apresentam actividade 
antioxidante através da inibição da peroxidação lipídica enzimática e não enzimática in 
vitro [46, 48] por inibição da lipooxigenase [50]. Grande parte dos péptidos 
identificados é derivada das -caseínas [46]. A adição de um resíduo de leucina ou 
prolina num terminal amínico de um dipéptido His-His, por exemplo, pode levar ao 
aumento da actividade antioxidante e facilitar o sinergismo com péptidos não 
antioxidantes [46, 50, 53]. A actividade dos péptidos contendo histidina poderá estar 
relacionada com a sua capacidade para doar hidrogénio e/ou capacidade de ligação a 
iões metálicos do grupo imidazol [50, 53]. A hidrofobicidade do péptido é também um 
factor importante para a sua actividade antioxidante devido ao aumento da 
acessibilidade aos alvos hidrofóbicos [50, 53]. Tirosina, triptofano, metionina, lisina, 
cisteína e histidina são exemplos de aminoácidos com actividade antioxidante [49]. No 
entanto pensa-se que o efeito antioxidante dos aminoácidos individuais é maior quando 
incorporados nos péptidos [53]. 
 A actividade antioxidante dos péptidos derivados do soro está relacionada com a 
presença de proteínas ricas em resíduos de cisteína que promove a síntese da glutationa, 
um tripéptido antioxidante intracelular potente [50]. Por outro lado atribui-se ao grupo -
SH da cisteína actividade antioxidante devida à interacção directa com radicais [49]. 
 Por vezes a extensão da actividade antioxidante de extractos solúveis de queijo, 
nomeadamente o Cheddar, é dependente do estado de maturação [51]. A actividade 
antioxidante dos péptidos depende da composição e sequência de aminoácidos e da 
configuração que apresentam na estrutura [49, 53, 54]. Foi verificado que, por exemplo, 
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a substituição de uma L-histidina por uma D-histidina num péptido antioxidante leva à 
redução de actividade, demonstrando que o posicionamento do grupo imidazole é o 
factor chave na influência da actividade antioxidante [49]. Além disso factores como a 
tipo de protease usada, a concentração do péptido e o grau de hidrólise afectam o 
desempenho dos péptidos com actividade antioxidante [49]. 
 
1.4.3 Péptidos anti-hipertensivos 
  
 Péptidos com actividade anti-hipertensora têm sido largamente documentados, 
recebendo especial atenção devido à prevalência da hipertensão e da sua importância na 
população, estando associada ao aumento das doenças cardiovasculares [6, 32, 47, 50].  
 A regulação da pressão sanguínea é dependente do sistema renina-angiotensina 
representado na Figura 2. A renina actua na angiotensina, levando à libertação da 
angiotensina I que é posteriormente convertida a angiotensina II (uma hormona que 
actua como vasoconstritor), pela acção da enzima conversora da angiotensina (ACE). 
Isto provoca um aumento na pressão sanguínea [1, 9, 15, 22, 26, 32, 46-48, 50]. A 
angiotensina II inactiva a bradiquinina, um vasodilatador, aumentando a produção de 
aldosterona, que causa um decréscimo da excreção renal levando a um aumento da 
retenção de água [22, 31, 47]. 
Angiotensina
Angiotensina II
Angiotensina I
ACE
renina
Pressão sanguínea
(Vasoconstrição)
Inibidores da ACE
 
Figura 2 - O sistema renina angiotensina no controlo da pressão arterial, adaptado de Erdmann [50]. 
 
 
 Péptidos com actividade anti-hipertensora têm sido isolados através de digestão 
enzimática de proteínas e hidrolisados, nomeadamente de caseínas, e de produtos 
lácticos fermentados [9, 17] e posteriormente identificadas as suas estruturas, ou até 
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concretizada a síntese química dos potenciais péptidos activos ou seus análogos, com o 
intuito de confirmar a sua actividade [32]. Também surgem documentados 
macropéptidos com actividade derivados das -caseínas existentes no leite bovino, 
ovino e caprino [32, 45, 47].  
 A utilização da estirpe Lactobacillus helveticus é das mais documentadas na 
literatura permitindo a libertação de dois péptidos com elevada actividade anti-
hipertensora, nomeadamente o Val-Pro-Pro (VPP) e o Ile-Pro-Pro (IPP) [14, 15, 32, 44-
48, 55]. Donkor et al. [26, 44] estudaram a actividade proteolítica de estirpes probióticas 
Lactobacillus casei, Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium lactis como sendo 
estirpes determinantes na obtenção de péptidos com actividade inibitória da ACE. A 
contribuição dos probióticos no aumento dos níveis de inibição da ACE nos queijos que 
sofrem processo de cura é importante [15]. 
 A ligação à ACE é fortemente influenciada pela sequência tripeptídica do 
terminal carboxílico [13-15, 32, 41, 47, 50, 56]. É reportado que substratos ou 
inibidores com resíduos hidrofóbicos (aromáticos ou cadeias laterais ramificadas) são 
preferidos [14, 15, 41, 46, 47]. A maioria dos péptidos documentados com actividade 
anti-hipertensora contém resíduos de Tyr, Phe, Trp e Pro no terminal carboxílico [32, 
44]. A superioridade da prolina no terminal carboxílico é provavelmente devida à 
rigidez da estrutura anelar tornando favorável a interacção com os resíduos carregados 
positivamente do centro activo da ACE e conferindo-lhe resistência à degradação por 
enzimas digestivas, permitindo a passagem pelo intestino delgado para a circulação 
sanguínea numa sequência de pequenos péptidos [13, 44, 50, 56, 57]. Também a 
presença de resíduos carregados positivamente de lisina e arginina no terminal 
carboxílico podem contribuir para a potência inibitória [15, 47]. No entanto não foi 
encontrada relação entre a actividade inibitória da ACE e a estrutura do terminal 
amínico [32]. A natureza dos aminoácidos e não apenas o tamanho dos péptidos 
influencia fortemente a potência inibitória da ACE [13, 56] assim como o pré-
tratamento do leite e o processamento influenciam a actividade determinada nos queijos, 
que se apresenta superior em queijos feitos de leite cru comparativamente aos 
produzidos com leite pasteurizado [55]. 
 Os péptidos derivados de queijos com actividade anti-hipertensora não são tão 
potentes como as drogas comummente usadas no tratamento da hipertensão, contudo a 
bioactividade moderada poderá facilmente ser incluída numa dieta diária tornando o 
produto naturalmente e intrinsecamente como um produto funcional [15]. 
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 Os métodos in vitro utilizados na determinação da actividade anti-hipertensora 
geralmente baseiam-se na monitorização da conversão pela ACE de um substrato 
apropriado, na presença ou ausência de inibidores [47]. Incluem espectrofotometria, 
fluorimetria, radioquímica, cromatografia líquida de fase reversa (do inglês, high 
performance liquid chromatography, HPLC) e electroforese capilar [32, 47]. 
Usualmente a actividade é expressa pelo valor IC50, ou seja, a concentração necessária 
para inibir 50% da actividade enzimática da ACE, determinado graficamente [15, 32, 
46, 47, 50]. A maioria dos péptidos derivados das proteínas do leite apresenta uma 
potência moderada com valores que oscilam entre 100 e 500mol/L [50]. O Hipuril-
Histidina-Leucina (HHL) e o Furanocriloil tripéptido (FAPGG) têm sido usados como 
substratos [47]. É importante que os valores obtidos sejam cuidadosamente controlados 
de forma a obter valores comparáveis e reproduzíveis [32]. Além disso a determinação 
da actividade in vitro é um critério exclusivo da potencialidade destes péptidos, não 
tendo em atenção as transformações fisiológicas que determinam a viabilidade destes 
péptidos e carecem de testes in vivo [32, 41]. Os testes in vivo podem ser realizados 
utilizando ratos wistar hipertensos que constituem um modelo animal aceitável no 
estudo da hipertensão humana [47]. Verifica-se por exemplo, que o efeito dos leites 
fermentados em ratos hipertensivos é mais eficaz que o causado pelos tripéptidos puros, 
provavelmente devido ao efeito independente de cálcio, magnésio e potássio na pressão 
sanguínea que pode intensificar o efeito anti-hipertensivo dos péptidos [32]. A presença 
de péptidos minoritários na fracção determinada com efeito anti-hipertensivo poderá 
contribuir para essa actividade ou causar um efeito sinérgico com outros péptidos 
presentes [14]. 
 
 
1.4.4 Péptidos bioactivos derivados do queijo 
  
 Na literatura descrevem-se péptidos com diferentes actividades biológicas, 
encontrados em diferentes variedades de queijos, sendo que a maioria é formada durante 
o processo de cura e está dependente do equilíbrio entre a sua formação e degradação 
pelo sistema proteolítico durante a maturação, tanto das enzimas endógenas como dos 
coagulantes adicionados e do sistema enzimático das LAB e NSLAB [6, 14, 22, 31, 32, 
44, 47, 53]. 
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 As variedades de queijo de ovelha podem ser uma fonte valiosa de péptidos anti-
hipertensores [6]. Meisel et al. [58] detectaram elevada actividade anti-hipertensora no 
queijo Gouda semi-curado comparativamente ao mesmo queijo pouco curado e muito 
curado. Outras referências documentaram a formação de péptidos anti-hipertensores, 
durante a maturação de um queijo curado, com níveis de gordura reduzidos, à qual 
chamaram “Festivo”, derivados do terminal amínico das s1-caseínas nomeadamente 
f(1-9), f(1-7) e f(1-6) [6, 14, 21, 22]. Também Gomez-Ruiz et al. [14] verificaram 
actividade anti-hipertensora no queijo de Manchego (queijo de ovelha) com especial 
atenção nos fragmentos 199-204 derivado das -caseínas e a fracção 102-109 originada 
das s1-caseínas. O baixo número de péptidos identificados das -caseínas poderá ser 
atribuído ao seu baixo conteúdo no leite de ovelha e à perda da região correspondente 
aos caseinomacropéptidos (fracção 106-171) perdidos com a fracção de soro [13]. 
Gaignaire et al. [59] identificaram 28 péptidos no queijo Emmental com bioactividade 
in vitro e Ong e Shah [15] estudaram a libertação de péptidos bioactivos no queijo 
Cheddar produzido utilizando estirpes probióticas Lactobacillus casei e verificaram um 
aumento da actividade anti-hipertensora desses queijos ao longo do período de cura, 
identificando péptidos derivados das s1-caseínas e -caseínas. Também o queijo 
“Grana Padano” foi alvo de estudos de bioactividade peptídica mostrando um potencial 
antihipertensor, sendo identificada a sequência 102-108 das s1-caseínas com actividade 
[60]. Vários tipos de queijos espanhóis como por exemplo Idiazábal (queijo de ovelha), 
Cabrales (mistura de leite de cabra, vaca e ovelha) e Mahón (queijo de vaca) 
apresentaram actividade anti-hipertensiva essencialmente nas fracções inferiores a 
1000Da [57]. Na Tabela 3 encontram-se alguns dos exemplos mencionados 
anteriormente, assim como outros casos de estudo. 
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Tabela 3 - Péptidos bioactivos identificados em diferentes variedades de queijo. Adaptado de Korhonen e 
Pihlanto [45]. 
 
Tipo de 
queijo 
Tipo de leite 
Exemplos de péptidos 
bioactivos identificados 
Bioactividade Referência 
Cheddar vaca 
s1-CN f(1-6), f(1-7), f(1-9), 
f(24,32), f(102-110), -CN 
f(47-52), f(193-209) 
inibição ACE Ong et al.2007 
Variedades 
italianas: 
Mozzarella, 
Crescenza, 
Gorgonzola 
búfala/vaca/ 
cabra ou vaca 
-CN f(58-72) inibição ACE Smacch et al. 1998 
Gouda vaca s1-CN f(1-9), -CN f(60-68) inibição ACE Saito et al. 2000 
Festivo ND s1-CN f(1-9), f(1-7), f(1-6) inibição ACE Ryhanen et al. 2001 
Manchego ovelha fragmentos de s1, s2 e -CN inibição ACE Gomez-Ruiz et al. 2002 
Emmental vaca fragmentos de s1 e -CN 
imunoestimuladores, 
antimicrobianos 
Gagnaire et al. 2001 
ND – Tipo de leite não definido. 
 
 Verifica-se que a ocorrência e potência de bioactividade é dependente do estado 
de maturação do queijo e do tipo de culturas utilizadas [17, 31, 44]. Os péptidos 
bioactivos libertados pela proteólise enzimática das bactérias ácido-lácticas durante a 
cura do queijo podem ser degradados a fragmentos inactivos se este processo se 
estender [31]. As caseínas têm sido descritas como as principais percursoras na 
formação de péptidos bioactivos [15]. 
 Para o caso da actividade anti-hipertensora, uma das mais documentadas, 
verifica-se que esta aumenta durante a maturação do queijo, mas apresenta um 
decréscimo quando a proteólise excede um certo nível, e a actividade é reduzida em 
produtos que apresentam um baixo grau de proteólise, visto que os potentes péptidos 
bioactivos podem ser quebrados em péptidos inferiores inactivos ou aminoácidos livres 
[6, 9, 22, 31, 41, 44, 45]. No queijo Cheddar denota-se uma contribuição favorável de 
microrganismos probióticos no aumento dos níveis de actividade anti-hipertensiva ao 
longo do processo de maturação[15]. Hernández-Ledesma et al. [61] encontraram 
actividade anti-hipertensora moderada em queijos frescos e leites fermentados 
comerciais após simulação gastrointestinal. Isto indica que o processo de digestão pode 
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promover a formação de péptidos bioactivos a partir de proteínas e oligopéptidos 
presentes nos produtos lácticos e alguns destes sobrevivem a este processo [44]. 
 A separação de péptidos bioactivos tem sido realizada em laboratório recorrendo 
à técnica de HPLC [62]. O método HPLC exibe um tempo de análise longo para obter 
bons resultados; no entanto quando acoplado a métodos de detecção bioquímica e 
espectrometria de massa (MS) permite o estudo de amostras de alimentos complexos, 
com a quantificação dos péptidos bioactivos em hidrolisados proteicos e produtos 
fermentados [47, 62]. Alguns estudos recorrem à análise através de espectrometria de 
massa acoplada a ionização por laser assistida por matriz com analisador por tempo de 
voo (MALDI-TOF-MS) após pré-separação e purificação dos péptidos por 
cromatografia líquida de alta pressão em fase reversa (RP-HPLC) [15, 32]. Por vezes, a 
fracção peptídica é identificada utilizando ionização por electrospray acoplada a 
espectrometria de massa (ESI-MS) [14, 15].  
 
1.5 Objectivo do trabalho de dissertação de mestrado 
 
 O trabalho de dissertação de mestrado tem como objectivo avaliar o efeito da 
adição de estirpes potencialmente probióticas nomeadamente Lactobacillus casei-01 e 
Bifidobacterium lactis B94 em queijos de vaca, cabra e ovelha ao longo do tempo de 
maturação de 56 dias a 12ºC e avaliar a sua influência na formação de péptidos com 
potencial actividade anti-hipertensora e antioxidante. Nos casos em que se verifiquem 
actividades significativas pretende-se analisar as fracções por espectrometria de massa 
com o intuito de tentar identificar as sequências peptídicas responsáveis por essa mesma 
actividade. Com este trabalho pretende-se aumentar os conhecimentos na área dos 
péptidos bioactivos em queijos probióticos de cabra e ovelha. 
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2. Materiais e Métodos 
 
2.1 Origens dos leites e culturas usadas 
 O leite de vaca utilizado foi obtido da raça comum Holstein Frísia, o leite de 
cabra é originário de uma mistura de animais de raça Alpina e Saanen e o leite de 
ovelha foi gerado por um rebanho Serra da Estrela. 
 As baterias probióticas utilizadas neste trabalho foram obtidas de culturas 
liofilizadas de Lactobacillus casei-01 da CHR-Hansen, Dinamarca e Bifidobacterium 
lactis LAFTI
®
 B94 da DELVO-PRO
®
 DSM, Austrália. Tentou-se utilizar também a 
estirpe Lactobacillus acidophilus (CHR-Hansen, Dinamarca), no entanto alguns 
problemas de dúvida com a morfologia da estirpe levaram a eliminá-la do trabalho. 
 
2.2 Preparação dos inóculos 
 Procedeu-se ao pré-crescimento de cada estirpe probiótica através da inoculação 
de 0,5 g de células liofilizadas em 9mL de água peptona estéril 0,1% (Himedia), do qual 
se retirou 2 mL de cada inóculo para um frasco de colo longo com 48mL de MRS broth 
(Scharlau) enriquecido com 0,5 g/L de cisteína hidroclorada e incubou-se durante 24h a 
37ºC. Posteriormente repetiu-se o procedimento novamente para frascos de colo longo 
com 47 mL de Skim milk (Merck) enriquecido com 0,5g/L de cisteína. 
 
2.3 Processo de fabrico do queijo 
 Foram utilizados 10 L de leite para produzir 36 queijos com cerca de 250 mL de 
leite cada. Inicialmente o leite foi pasteurizado a 90-95ºC durante 15 minutos 
recolhendo-se uma amostra para análise microbiológica e controlo de pH. Após 
arrefecimento do leite este foi separado em 6 lotes de 1,5 L sendo considerados como 
controlos os lotes onde não foi colocada a estirpe e, adicionados por cada litro de leite, 6 
mL de CaCL2 a 3,6M, 10 g de NaCl, e nos respectivos lotes 2% de inóculo 
Lactobacillus ou Bifidobacterium e por último 6 mL de coalho 100 % animal 1:15000 
diluído 3 vezes (50% quimosina, 50% pepsina). Depois cada lote foi repartido por 6 
frascos (correspondentes aos 5 tempos de análise e um queijo extra para alguma 
eventualidade) onde se efectuou a coagulação. Na Figura 3 encontra-se uma ilustração 
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do esquema de produção descrito. Foram realizados dois conjuntos representando 
réplicas biológicas. A coagulação do leite realizou-se a 30ºC durante cerca de 5 horas. 
Após este período os coágulos foram cortados em 8 partes e dessorados o mais possível 
em ambiente estéril. Foram retirados 2 queijos para análise microbiológica ao tempo 0 
dias (pós-coagulação) e os restantes foram colocados a 12ºC durante um período de 56 
dias sendo realizadas análises microbiológicas e químicas a 2 queijos aos tempos 14, 28, 
42 e 56 dias. Este procedimento foi repetido para os leites de vaca, cabra e ovelha. 
 
leite
Tratamento térmico
90-95ºC, 15min
0d
14d
28d
56d
42d
Coagulação 30ºC cerca de 5h
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i-0
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Por cada litro de leite:
- Inoculação com bactérias a 2%,
- 6mL CaCl2 3,6M
- 10g NaCl
- 6mL coalho
250mL
1,5L
10L
150mL
Armazenamento
extra
 
 
Figura 3 – Ilustração do esquema de produção dos diferentes queijos de vaca, cabra e ovelha. Foram 
elaborados duplicados de cada lote representando réplicas biológicas.  
 
2.4 Análises microbiológicas e químicas 
 Para se determinar o número de células viáveis de cada estirpe bacteriana e 
despiste de contaminações foram retiradas 4 g de amostra de queijo e homogeneizadas 
em 40 mL de citrato de sódio 2% (m/v) durante 3 minutos, a 230 rpm, num 
liquidificador Stomacher (modelo circulator 400, Seward, Reino Unido). De seguida 
realizaram-se diluições decimais com água peptona estéril a 1% e foram plaqueados 
50L, em duplicado, em placas de Petri com MRS agar (Scharlau) enriquecido com 
0,5g/L de cisteína hidroclorada para a contagem de unidades formadoras de colónias por 
grama de amostra e em placas de Petri com meio PCA (do inglês, plate count agar, 
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Himedia) para avaliar a existência ou não de possíveis contaminações. As placas foram 
incubadas a 37ºC durante 48 horas em aerobiose e em anaerobiose no caso das placas de 
MRS agar inoculadas com Bifidobacterium lactis B94. Além das análises 
microbiológicas foi avaliado o pH em todas amostras com um medidor de pH de sólidos 
(Crison, Espanha) e procedeu-se à determinação da percentagem de sólidos totais que se 
baseou na secagem de 3 g de amostra em estufa a 102ºC até obtenção de peso constante. 
  
2.5 Quantificação de azoto: macrokjleldahl e microkjeldahl 
 A fracção de azoto solúvel foi obtida de acordo com o protocolo de Kuchroo e 
Fox [63], em que se pesou uma quantidade de amostra mais ou menos constante e 
adicionou-se o dobro do peso em água destilada, de seguida homogeneizou-se a solução 
a 230 rpm durante 5 minutos e colocou-se num banho de 40ºC durante 1 hora. Após este 
período filtrou-se com papel de filtro Whatman nº1 e do filtrado uma porção foi 
congelada para posterior análise, outra foi recolhida para a realização da extracção de 
azoto não proteico. Para extracção do azoto não proteico foram adicionados 7,5 mL de 
ácido tricloroacético (TCA) 48% (m/v) a 22,5 mL de extracto de azoto solúvel 
resultando numa proporção final de 12% TCA e deixou-se repousar 30 minutos à 
temperatura ambiente para de seguida se filtrar com filtro Whatman nº42. 
 Para quantificar o azoto total, o azoto solúvel em água (WSN) e o azoto não 
proteico (NPN) de cada amostra recorreu-se ao método de macrokjeldahl e 
microkjeldahl seguindo o procedimento de digestão, destilação e titulação. No caso de 
macrokjeldahl foram digeridas 5 g de amostra às quais foram adicionados 7 mL de 
ácido sulfúrico 98%, 5 mL de peróxido de hidrogénio 30%, duas pastilhas de 3,5g de 
K2SO4 com selénio (99,9% K2SO4 com 0,1% de selénio, Panreac, Spain) e alguns 
pedaços de porcelana num digestor Velp Scientifica durante 30 minutos a 420ºC. De 
seguida procedeu-se à destilação de cada amostra num destilador Velp Scientifica e o 
produto resultante foi recolhido em erlenmeyers com 25 mL d ácido bórico 4% com 5 
gotas de indicador Tashiro. Logo de seguida procedeu-se à titulação das amostras com 
diferentes concentrações de ácido clorídrico nomeadamente 0,2 M, 0,1 M e 0,05 M 
respectivamente para determinações de azoto total, azoto solúvel e azoto não proteico. 
Na realização do microkjeldahl foram usados 5 mL (pesados) no caso de azoto não 
proteico, 2 mL (pesados) para azoto solúvel e 0,5 g para azoto total à qual foram 
adicionados 4 mL de ácido sulfúrico concentrado e 1 g de catalisador (pastilhas de 3,5 g 
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K2SO4 e 0,4 g CuSO4.5H2O, FOSS) e foi tudo digerido a 416ºC durante cerca de 30 
minutos num digestor 2012 Kjeltec System. Após este período e depois do 
arrefecimento foram adicionados 20 mL de água destilada a cada tubo e procedeu-se à 
destilação de cada amostra num destilador 1002 Kejltec System (Tecator, Suécia) tendo-
se recolhido o produto da destilação em erlenmeyers com 25 mL de ácido bórico 4% 
com indicador verde de bromocresol e vermelho de metilo. Por fim procedeu-se à 
titulação das amostras tal como indicado para a técnica de macrokjeldahl.  
 
2.6 Separação das amostras por massa molecular e concentração (liofilização) 
 As amostras de azoto solúvel em água foram sujeitas a separação por massa 
molecular recorrendo a tubos com membranas de 10KDa Amicon® Ultra-15 (Millipore) 
e posteriormente membranas de 3KDa (Millipore) numa centrífuga Universal 320R 
Hettich Zentrifugen. As amostras correspondentes às fracções 3-10 KDa e inferiores a 3 
KDa após separação molecular foram acondicionadas a -20ºC. Posteriormente foram 
liofilizadas com o objectivo de concentrar a amostra e diluídas na concentração 50 mg 
de liofilizado por mL para proceder às análises das actividades biológicas. 
 
2.7 Quantificação da proteína nas amostras 
 A quantificação de proteína nas amostras foi realizada pelo método de BCA [64] 
recorrendo-se a um kit BCA protein assay (Thermo Scientific). Esta metodologia 
baseou-se na adição de 5L de amostra a 1 mL da solução previamente preparada 
segundo as indicações do kit, na colocação das amostras a 37ºC durante 30 minutos e na 
posterior leitura a 562 nm num espectrofotómetro UV mini 1240 Shimadzu. Foram 
utilizadas curvas padrão de soluções de concentração conhecida de albumina do soro 
bovino para determinar a quantidade de proteína nas amostras. 
 
2.8 Determinação das actividades biológicas  
2.8.1 Determinação da actividade antioxidante 
 A solução do radical ABTS (ABTS
+●
) foi produzida pela adição de uma solução 
stock de ABTS (sal diamónio do (ácido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico)), 
(Sigma)) de concentração 7 mM a uma solução de 2,45 mM de persulfato de potássio 
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(Merck), tendo-se concretizada a reacção no escuro à temperatura ambiente entre 12-16 
horas. De forma a ser utilizada, a solução de ABTS
+●
 foi posteriormente diluída com 
água ultra pura de modo a obter uma solução com um valor de absorvância de 0,700 ± 
0,020 a 734 nm num espectrofotómetro UV mini 1240 Shimadzu. As análises foram 
concretizadas adicionando a 1 mL da solução diluída de ABTS
+●
 , um volume exacto de 
amostra (entre os 10 L e os 60 L) de forma a obter valores de absorvância entre os 20 
e 80% do valor inicial da solução de ABTS
+●
 para 6 minutos de reacção. Foram 
realizados duplicados das determinações para cada amostra. A capacidade antioxidante 
foi expressa como a percentagem de inibição de acordo com a seguinte equação: 
 
100
)(
% 


inicialAbsABTS
amostraAbsinicialAbsABTS
diluiçãodefactorinibição  
Abs ABTS inicial: absorvância inicial da solução diluída de ABTS 
Abs amostra: absorvância da amostra após 6 minutos de reacção  
 
 O ácido ascórbico foi usado como padrão referência, tal como fizeram Gião et 
al. [65]. Os resultados foram obtidos através do recurso a curvas de calibração 
preparadas com soluções padrão de diferentes concentrações de ácido ascórbico sendo o 
resultado final expresso em equivalentes de ácido ascórbico (g/mL). 
 
2.8.2 Determinação da actividade anti-hipertensiva 
 A actividade anti-hipertensiva foi determinada de acordo com o método de 
Sentrandreu e Toldrá [66] com algumas modificações. Na realização do ensaio 
misturaram-se 160 L de substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro com 40 L de 
cada uma das amostras das quais se pretendia determinar a actividade inibidora da ACE 
e adicionou-se 2 mU da enzima conversora da angiotensina (peptidil-dipeptidase A, EC 
3.4.15.1 Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) dissolvida em glicerol a 50% e 
preparada numa solução tampão Tris-HCl a 150 mM com 0,1 M de ZnCl2 a pH 8,3, 
numa microplaca de poliestireno preta (Nunc, Dinamarca). A reacção decorreu a 37ºC 
durante 30 minutos e fizeram-se as leituras de fluorescência num fluorímetro FluoSTAR 
OPTIMA (BMG Labtech, Offenburg, Alemanha) a um comprimento de onda de 
excitação de 350 nm e de emissão de 420 nm. Foi utilizado o software Fluostar Control 
versão 1.32 R2. 
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 A actividade foi calculada como sendo a quantidade de proteína solúvel 
necessária para inibir 50% da enzima (IC50) em g de proteína por mL. Para realizar 
este cálculo foi feito um ajuste não linear dos dados com o software PRISM versão 4.02 
para Windows (GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, EUA). A actividade de cada 
amostra foi determinada em triplicado e utilizou-se a seguinte fórmula para o seu 
cálculo: 
100
)()(
% 



FbrancoFcontrolo
amostradaFbrancoFamostraFbrancoFcontrolo
IACEActividade
 
Fcontrolo: Fluorescência emitida pelo grupo o-aminobenzoilglicina através da acção da ACE sobre o 
substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro sem inibidor. 
Fbranco: Fluorescência emitida pelo substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro 
Famostra: Fluorescência emitida pelo grupo o-aminobenzoilglicina através da acção da ACE sobre o 
substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro na presença de inibidor. 
Fbranco da amostra: Fluorescência emitida pelo substrato fluorescente Abz-Gly-Phe(NO2)-Pro na 
presença de inibidor 
 
 O branco recebeu o mesmo tratamento que as amostras, no entanto, em vez de se 
adicionar a enzima, adicionou-se água e o controlo positivo foi também submetido ao 
mesmo tratamento colocando-se 40 L de água em vez de amostra. 
 
2.9 Análise do perfil peptídico das amostras por RP-HPLC 
 Para análise do perfil peptídico foi recolhido 1 mL das amostras de azoto solúvel 
em água, da fracção de 3-10 KDa e da fracção inferior a 3 KDa e foram filtradas com 
um filtro de 0,22 m (Millipore MFTM). As amostras foram analisadas num HPLC 
UV/Vis System Gold®, modelo 508/126/168, Beckman Coulter recorrendo ao software 
32 Karat
TM
. Foram injectados 50 L de amostra em duplicado numa coluna de fase 
reversa (Cosmosil 5C18-AR-II 4.6 ID×250mm) e a separação foi realizada a uma 
temperatura de 37ºC a um fluxo de 0.3 mL/min. O solvente A consistia em TFA (1 
mL/L) e o solvente B acetonitrilo contendo TFA (0,8 mL/L). Foram aplicadas as 
seguintes condições de gradiente: inicialmente 100% A, aos 5 minutos 90% A, 30 
minutos 60% A, 35 minutos 10% A e 45 minutos aos 80 minutos 90% A. 
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2.10 Análise das amostras por HPLC-MS 
 A análise de HPLC-MS foi realizada utilizando o sistema de HPLC Waters 2690 
(Waters, Milford,MA, EUA) acoplado a uma trapa linear de iões LXT 
(ThermoFinningan, San José, CA, EUA). Foram injectados 10L de amostra pré 
dissolvida em 2% de acetonitrilo e filtradas com filtro 0,45 m (Teflon® membrane 
diâmetro 3mm Spartar®) numa coluna Discovery Bio Wide Pore C18 (15cm×0.5mm, 
tamanho das partículas 5 m) obtida de Supelco (Bellefonte, PA, EUA). O caudal usado 
foi de 10 L/min obtido com o auxílio de um “spliter” pré-coluna (dionex). O eluente A 
consistiu em 2% de acetonitrilo e ácido fórmico a 0,1% e o eluente B consistiu em 
100% acetonitrilo e 0,1% de ácido fórmico. O gradiente utilizado foi o seguinte: 
inicialmente 100% A durante 5 minutos e depois um aumento linear até aos 80% B aos 
35 minutos e uma diminuição linear até aos 50 minutos de 0%B seguido de um período 
de 10 minutos de 100%A novamente. Foi acrescentado um caudal pós-coluna de 4 
L/min de metanol para auxiliar a vaporização da amostra. O espectrómetro de massa 
com trapa de iões linear LXQ operou no modo positivo e a energia de colisão utilizada 
foi de 20 UA (unidades arbitrárias). A fonte de electrospray operou à voltagem de 5kV, 
com uma temperatura do capilar de transferência de 350ºC e um caudal do gás auxiliar 
de 25 unidades (unidades arbitrárias). Os espectros foram registados sobre uma escala 
de massa/carga (m/z) entre 100-1500. A aquisição de dados e o processamento dos 
mesmos foram realizadas com o sistema ThermoFinnigan Xcalibur 2.0. 
 
2.11 Análise estatística 
 Os resultados dos vários queijos (à excepção dos obtidos por HPLC e 
espectrometria de massa) foram avaliados através da análise de variância simples (one-
way ANOVA) recorrendo ao SPSS (v.19, Chicago IL, EUA) com o objectivo de 
determinar o efeito dos parâmetros de processamento nomeadamente o tipo de matriz, a 
estirpe bacteriana e o tempo de maturação nas várias variáveis independentes do 
produto final. O teste de Tukey, com um nível de significância de 5%, foi aplicado aos 
resultados experimentais relativos a cada estirpe bacteriana, na tentativa de avaliar as 
diferenças estatisticamente significativas entre todos os pares possíveis. Os resultados 
em geral (excepto análise por espectrometria de massa) são apresentados sempre que 
possível sob um valor médio e o respectivo desvio padrão entre as réplicas biológicas. 
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3. Resultados e Discussão 
 
3.1 Viabilidade dos microrganismos e características físico-químicas (pH e 
percentagem de sólidos totais) 
 
 O estudo de actividade biológica em queijos tem sido largamente descrito na 
literatura mas mais recentemente tem aumentado a ênfase nos queijos de pequenos 
ruminantes pela sua crescente importância biológica e consumo. Com o objectivo de 
produzir matrizes de leite coaguladas com potenciais actividades biológicas procedeu-se 
à elaboração de três tipos de queijos: queijos de vaca, de cabra e de ovelha e recorreu-se 
às estirpes potencialmente probióticas de L. casei-01 e B. lactis B94 de forma a usufruir 
do seu potencial proteolítico. A selecção das bactérias probióticas em causa foi baseada 
nas propriedades proteolíticas e lipolíticas referidas em estudos anteriores [25], que 
registam tanto para a L. casei-01 como para a B. lactis B94 capacidade proteolítica em 
matrizes lácteas coaguladas favorecendo a formação de péptidos e uma elevada 
viabilidade nos queijos [42, 43, 67]. 
 Com o intuito de avaliar a viabilidade das estirpes nos diferentes queijos, foram 
realizadas análises microbiológicas ao longo de 56 dias de maturação a 12ºC. 
Visualmente as várias matrizes lácteas dos três tipos de leite apresentaram cor branca e 
um coágulo pouco consistente, muito semelhante ao típico aspecto de um queijo fresco. 
Pelo despiste realizado nas análises microbiológicas, ao contrário do que seria 
desejável, foram encontradas indícios de contaminações em algumas amostras ao longo 
do tempo, como é possível constatar na Tabela 4. Com o objectivo de tentar identificar 
de que tipo de contaminações se tratavam foram elaboradas colorações de Gram mas os 
resultados não foram conclusivos. Registaram-se indícios de contaminações 
essencialmente nas amostras controlo, no entanto as amostras não foram descartadas por 
serem importantes nas diferentes análises das restantes amostras e por não apresentarem 
alterações significativas de pH ao longo do tempo como se poderá observar nas Figuras 
4 a 6.  
 Ao longo do texto surge por vezes uma notação do género “QO1 LCS-01 28d”, 
em que as duas primeiras letras simbolizam as iniciais do tipo de queijo (QO - queijo 
ovelha; QV - queijo de vaca, QC - queijo de cabra) sendo o número seguinte o 
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correspondente das réplicas biológicas (1 - réplica um, 2 - réplica dois), de seguida 
encontra-se a estirpe adicionada ou a ausência dela (LCS-01 - L. casei-01, B94 - B. 
lactis B94) e por fim a indicação do dia de maturação a que corresponde a amostra (0d, 
14, 28, 42, 56d - 0, 14, 28, 42 ou 56 dias de maturação, respectivamente). Esta notação 
pretende descrever com maior facilidade a que amostra se refere a descrição.  
 
Tabela 4 - Registo das amostras onde foram encontradas contaminações em meio PCA ao longo dos 56 
dias a 12ºC.  
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0d                   
14d       x x           
28d x x     x x           
42d x x   x  x x           
56d x      x x     x      
 
 Nas Figura 4, Figura 5 e Figura 6 podem-se observar a variação do número de 
células viáveis de Lactobacillus e Bifidobacterium ao longo do tempo (dias) nos queijos 
de vaca, cabra e ovelha, respectivamente. De um modo geral, os tipos de leite e as 
estirpes adicionadas têm uma influência estatisticamente significativa na variação das 
contagens (p<0,05) embora essa dependência não seja influenciada pelo tempo 
(p>0,05). 
 Como se pode ver pela Figura 4, nos queijos com leite de vaca verificou-se um 
crescimento da estirpe L. casei-01 ao longo dos primeiros dias de maturação. O valor 
inicial de 10
8
 CFU/g sofreu um grande crescimento nos primeiros 14 dias e após este 
período houve uma manutenção do número de células viáveis entre valores de 10
9
 
CFU/g com uma pequena redução no último tempo para ambas as réplicas biológicas. 
Os valores de pH resultam do comportamento da estirpe ao longo do tempo de 
maturação verificando-se um decréscimo estatisticamente significativo do pH de 5,76 
para 3,76 (Figura 4 – gráfico à direita). O desenvolvimento da estirpe L. casei-01 nos 
primeiros 14 dias resulta de uma intensa actividade metabólica de consumo da lactose 
levando à formação de ácido láctico que é libertado para o meio, causando um 
decréscimo do pH. Após este forte consumo, os níveis de lactose presentes não 
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permitem um crescimento tão acentuado da estirpe resultando num metabolismo mais 
lento e portanto numa menor produção de ácido que se reflecte num decréscimo do pH 
menos acentuado até aos 42 dias. Nos queijos de leite de vaca inoculados com B. lactis 
B94, ao contrário do que se observou com a L. casei-01, verificou-se um decréscimo 
nos primeiros 14 dias de cura do valor inicial de 10
7
 CFU/g e após este período uma 
grande variação no número de células viáveis assim como um aumento da alcalinidade 
das matrizes até valores próximos de 6. Este aumento de pH é contrário à acidificação 
do meio esperada pelo desenvolvimento da estirpe que, pelo seu metabolismo origina 
ácido láctico e ácido acético. Estes dados indicam que apesar de B. lactis B94 se 
encontrar viável na matriz do queijo de vaca, esta não se encontrava muito activa em 
termos metabólicos. No entanto, estudos anteriores indicavam que esta estirpe apresenta 
um bom desenvolvimento neste tipo de matrizes [24, 25, 43]  sendo que esta poderá não 
se ter desenvolvido nas nossas amostras, afectando a actividade proteolítica pretendida e 
portanto não se teve em conta nos estudos das potenciais actividades biológicas. 
Bergamini et al [24] verificam nos seus estudos que a B. lactis apresenta uma boa 
viabilidade durante condições de incubação aeróbias num substrato com elevados níveis 
de gordura sugerindo uma boa tolerância da estirpe ao stress oxidativo. Também 
Rodrigues et al [25, 43] realizaram estudos com a B. lactis B94 em queijos de vaca em 
condições muito semelhantes às realizadas neste estudo, nomeadamente a 
suplementação do inóculo com cisteína, as mesmas percentagens de NaCl, CaCL2 e 
coalho e uma temperatura de armazenamento de 12ºC e obtiveram um bom 
desenvolvimento da estirpe atingindo valores de 10
9
 CFU/g. 
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Figura 4 - Variação do número de células viáveis ao longo do tempo de maturação nos queijos de vaca 
inoculados com L. casei-01 () e com B. lactis B94 () (gráfico à esquerda) e respectiva variação de pH 
(gráfico à direita) inclusivamente da amostra controlo () 
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 Nos queijos de leite de cabra, observou-se uma variação do número de células 
viáveis de L. casei-01 semelhante ao registado com queijos de leite de vaca, tendo-se 
verificado também um valor máximo de células viáveis próximo das 10
9
 CFU por 
grama de queijo da estirpe no intervalo entre os 14 e 56 dias e uma variação de pH entre 
os 5,79 e 3,74. Pelo contrário, nos queijos de cabra inoculados com a B. lactis B94 
observou-se uma contagem inicial de 10
7
 CFU/g com um elevado crescimento nos 14 
dias iniciais de maturação atingindo o valor próximo de 10
10
 CFU/g, que se manteve 
entre 14 e 42 dias de maturação a 12 ºC, como se pode ver na Figura 5 (à esquerda). As 
contagens estão estatisticamente relacionadas com as estirpes que foram adicionadas 
(p<0,05). O pH dos queijos de cabra inoculados com B. lactis B94 sofreu um 
decréscimo acentuado dos 5,93 para os 4,00 nos primeiros 14 dias até um valor de 3,57 
aos 56 dias, resultado da acidificação do meio causada pelo metabolismo da estirpe em 
que ocorre a formação de ácido acético e ácido láctico na proporção de 3:2 pela via da 
frutose-6-fosfato [42]. 
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Figura 5 - Variação do número de células viáveis ao longo do tempo de maturação nos queijos de cabra 
inoculados com L. casei-01() e B. lactis B94 () (gráfico à esquerda) e respectiva variação de pH 
(gráfico à direita) inclusivamente da amostra controlo () 
 
 A estirpe L. casei-01, tal como nos leites de vaca e cabra, apresentou no leite de 
ovelha um comportamento semelhante de crescimento passando dos 10
8
 para 10
9 
CFU 
por grama de queijo ao longo dos 56 dias e uma descida acentuada de pH dos 5,87 para 
os 3,78 aos 56 dias, como se observa no gráfico da Figura 6, resultado do metabolismo 
microbiano de degradação da lactose num rápido processo que ocorreu principalmente 
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nos primeiros dias de maturação. Por sua vez a B. lactis B94, ao contrário do 
crescimento apresentado pela L. casei-01 e pela própria no leite de cabra, sofreu um 
decréscimo entre os 0 e 14 dias e depois um crescimento constante até aos 56 dias, 
atingindo valores próximos das 10
9
 CFU por grama de queijo. O pH, tal como se 
confirma na Figura 6 (à direita), manteve-se aproximadamente constante até aos 28 dias 
rondando os 6,00 e depois sofreu uma descida até aos 4,58. O maior desenvolvimento 
da estirpe entre os 28 e 56 dias resultou de uma intensa actividade metabólica que gerou 
a libertação de ácido para o meio, resultando na acidificação detectada. De notar que o 
comportamento das réplicas biológicas no leite de cabra e ovelha foi muito semelhante. 
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Figura 6 - Variação do número de células viáveis ao longo do tempo de maturação nos queijos de ovelha 
inoculados com L. casei-01 () e B. lactis B94 () (gráfico à esquerda) e respectiva variação de pH 
(gráfico à direita) inclusivamente da amostra controlo (). 
 
 Na generalidade, verificou-se um maior aumento do número de células viáveis 
para ambas as estirpes potencialmente probióticas nos primeiros 14 dias de maturação a 
12 ºC, que evidencia que ambas as estirpes se adaptaram às matrizes dos queijos 
independentemente do tipo de leite. Após este aumento, observou-se uma estabilidade 
do número de células viáveis, tal como se verificou nos estudos de Bergamini et. al.[24] 
e de Rodrigues et al [25, 43]. Assim, as contagens do número de células viáveis das 
estirpes L. casei-01 e B. lactis B94 nas matrizes coaguladas de leite de cabra e ovelha 
estão de acordo com os valores referidos na literatura para as que possamos considerar 
como potenciais probióticos [10, 17, 25]. Os valores de pH em todas as amostras 
controlo mantiveram-se constantes ao longo do tempo, o que não seria de esperar face 
às potenciais contaminações detectadas nestas amostras (Tabela 4).  
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Figura 7 – Variação do teor de sólidos totais ao 
longo de 56 dias de maturação a 12ºC nos queijos 
de vaca (A), cabra (B) e ovelha (C) inoculados 
com L. casei-01 () e B. lactis B94 () e nos 
queijos controlo (). 
 
 
 No que diz respeito à variação do teor de sólidos totais (também designado como 
extracto seco total) nos vários tipos de queijos, registaram-se variações dependendo do 
tipo de leite e das estirpes presentes como se observa na Figura 7. Apesar de todos os 
queijos terem sido mantidos num ambiente fechado sob as mesmas condições de 
armazenamento e ser esperado um comportamento semelhante dentro de cada amostra 
de queijo ao longo do tempo, o corte manual da coalhada e o respectivo dessoramento 
poderão ter afectado individualmente cada queijo reflectindo-se na percentagem de 
sólidos totais. Nas amostras de queijo de vaca (Figura 7 - A) ocorreu um ligeiro 
aumento na percentagem de sólidos totais do queijo com L.casei-01 nos primeiros 14 
dias, que pelo teste de Tukey apresenta uma diferença significativa para os restantes 
tempos, justificado pelo comportamento de crescimento verificado nesta estirpe nesse 
mesmo período acompanhado da diminuição de pH. Já os valores semelhantes de 
percentagem de sólidos totais registados nos queijos controlo e inoculados com B. lactis 
B94 estão de acordo com os valores semelhantes de pH e do baixo desenvolvimento da 
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estirpe. Em relação às amostras de queijo de cabra, verificou-se uma relação 
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as estirpes e a percentagem de sólidos 
totais. Registou-se uma manutenção do teor de sólidos totais ao longo do tempo para o 
controlo, enquanto que, para ambas as estirpes ocorreu um aumento acentuado da 
percentagem de sólidos totais nos primeiros 14 dias mantendo-se estes valores até ao 
período final de maturação (Figura 7 - B), apoiando os valores registados das contagens 
de ambas as estirpes e o decréscimo do pH. Para os queijos de ovelha (Figura 7 - C) a 
percentagem de sólidos totais verificada é superior à dos queijos de vaca e cabra, visto 
que o leite de ovelha é um leite mais rico na sua composição química geral. Registou-se 
uma perda constante de humidade nos queijos com L. casei-01 e apesar de valores 
inferiores de sólidos totais nos queijos com a estirpe B. lactis B94 também ocorreu um 
ligeiro aumento principalmente nos 56 dias. Identificaram-se valores altos de humidade 
nas amostras porque se tratavam de queijos moles, não prensados aquando do 
dessoramento, semelhantes a uma matriz de queijo fresco mas com um tempo de 
maturação de 60 dias a 12ºC. Estes valores de percentagem de sólidos totais, descritivos 
do nível de humidade dos queijos, não afectaram o normal desenvolvimento das 
estirpes. 
 Podemos considerar que as matrizes de queijo elaboradas poderão ser adequadas 
como veículo de probióticos durante um tempo de prateleira de 56 dias a 12ºC, 
apresentando valores microbiológicos importantes para a promoção de potenciais 
efeitos benéficos na saúde dos consumidores tal como referem estudos anteriores [11]. 
É necessário considerar que não é tida em conta a viabilidade deste produto sob 
condições gastrointestinais que poderão interferir com as suas características. Seria 
interessante complementar o trabalho com estudos físico-químicos e sensoriais com o 
intuito de avaliar a influência que estas estirpes e as suas contagens têm nos queijos 
produzidos de forma a perceber a viabilidade destes perante o mercado e os seus futuros 
consumidores. 
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3.2 Proteólise 
 
 A proteólise é um dos grandes eventos bioquímicos que ocorre em todo o 
processo de formação do queijo e contribui para as suas principais características tal 
como sabor, textura e composição com a produção de péptidos e aminoácidos livres [7, 
41]. O conjunto proteolítico é gerado pela acção concertada entre o agente coagulante, 
as enzimas endógenas do leite e as bactérias adicionadas causando grandes alterações na 
fracção proteica ao longo de todo o processo. Divide-se em duas etapas: a proteólise 
primária causada pela plasmina e pelo agente coagulante essencialmente com a quebra 
das caseínas e a proteólise secundária onde vão actuar principalmente as proteinases e 
peptidases bacterianas das estirpes propositadamente adicionadas. 
 De forma a avaliar o grau de proteólise nos diferentes queijos foram analisadas 
as fracções de azoto total, WSN e NPN ao longo dos 56 dias de maturação a 12ºC pelas 
técnicas de Kjeldahl descritas na metodologia. Tendo em conta que cerca de 3-6% do 
agente coagulante (quimosina) adicionado é retido na coalhada, considera-se que o 
azoto solúvel WSN é resultado da proteólise primária pela adição do coagulante [42] e 
corresponde à fracção de péptidos de grande dimensão solúveis em água. A fracção 
NPN engloba a fracção de péptidos de menor dimensão e aminoácidos livres. O recurso 
a duas metodologias com algumas diferenças foi condicionado pela disponibilidade de 
aparelhos, no entanto foi realizado um teste de forma a perceber qual seria o erro entre 
estas técnicas. Verificou-se para uma mesma amostra determinada pelas duas técnicas 
que o erro ronda os 2% (QO2 controlo 28d, desvio padrão 2,03%) o que se poderá 
considerar um erro aceitável para a técnica em questão e, portanto todos os valores de 
%WSN e %NPN vão ser analisados como um todo, independentemente da técnica pela 
qual foram obtidos. 
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Figura 8 - Variação das fracções de azoto solúvel (WSN) e azoto não proteico (NPN) nas amostras de 
queijo de vaca (A e B), cabra (C e D) e ovelha (E e F) inoculadas com L. casei-01 e B. lactis B94 ao 
longo de 56 dias de maturação a 12ºC. 
 
 Estatisticamente, o tipo de leite, o tempo de maturação e a estirpe utilizada têm 
uma influência significativa (p<0,05) na variação das fracções WSN e NPN. Contudo, 
quando conjugadas as 3 variáveis independentes, estas apenas influenciam 
significativamente a fracção NPN (p<0,05). Pela observação da Figura 8 (gráficos A e 
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B) constata-se que ocorreu nos queijos de vaca um ligeiro aumento da fracção WSN ao 
longo do tempo. Os valores de % WSN são superiores para a L. casei-01 e o maior 
aumento da fracção ocorreu nos primeiros 14 dias, tal como nos estudos realizados por 
Rodrigues et al. , coincidindo com o crescimento acentuado da estirpe, o que nos indica 
que esta teve uma grande influência no grau de proteólise do queijo de vaca. No 
entanto, no caso da B. lactis B94, verificou-se que os valores de WSN são muito 
semelhantes aos valores obtidos no controlo o que corrobora com as considerações 
feitas aquando da análise do perfil microbiológico, que indicaram um decréscimo da 
viabilidade da B. lactis B94 ao longo do tempo. Os resultados de % NPN equivalentes, 
obtidos para o queijo de vaca controlo e queijo de vaca com B. lactis B94 ao longo do 
período de maturação, vêm mais uma vez confirmar as afirmações anteriores quanto à 
viabilidade da estirpe B. lactis B94 e constatou-se novamente um maior grau de 
formação de péptidos de menor dimensão nos queijos com estirpe L. casei-01. Tal como 
no nosso estudo, Ong et al. [42] descreveram haver um aumento da fracção WSN e 
NPN ao longo do período de maturação do queijo Cheddar devido à acção concertada 
entre o agente coagulante que levou à formação de péptidos solúveis que posteriormente 
foram hidrolisados pelas peptidases bacterianas a uma taxa relativamente rápida. 
 Nos queijos de cabra as observações são um pouco diferentes. Ocorreu um 
ligeiro aumento da % WSN nos primeiros 28 dias para ambas as estirpes utilizadas e no 
controlo houve um crescente aumento dessa fracção. As diferenças verificadas entre as 
estirpes não foram significativas. Estes resultados são apoiados pelo perfil 
microbiológico de crescimento de ambas as estirpes muito semelhante, como se pode 
ver na Figura 5. Segundo Fox et al. [68] as proteinases das bactérias ácido-lácticas são 
as principais responsáveis pela formação dos péptidos de menor dimensão 
correspondentes à fracção solúvel em TCA (fracção NPN). A avaliação da % NPN nos 
queijos de cabra demonstrou valores superiores nos casos onde estão presentes as 
estirpes B. lactis B94 e L. casei-01 atingindo valores na ordem dos 22-26% aos 56 dias, 
enquanto que para as amostras controlo se constataram valores mais constantes ao longo 
do tempo. Trata-se de um factor indicativo da elevada actividade proteolítica das 
estirpes causando um aumento de péptidos de menor dimensão ao longo do período de 
maturação considerado de 56 dias a 12ºC. O favorável desenvolvimento da estirpe 
B.lactis B94 resultou num aumento de péptidos decorrendo numa maior probabilidade 
de estarmos na presença de péptidos com actividade biológica. 
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 Relativamente ao queijo de ovelha, identificou-se um ligeiro crescimento da 
fracção % WSN ao longo do tempo na amostra controlo enquanto que no caso das 
amostras com L. casei-01 verificou-se um aumento significativo nos primeiros 14 dias e 
ao longo do restante tempo de maturação os valores mantiveram-se constantes. No caso 
das amostras com B. lactis B94 efectuou-se uma proteólise mais acentuada no período 
final do tempo de maturação entre os 28 e 56 dias, como se pode ver na Figura 8 
(gráficos E e F). No queijo de ovelha controlo não ocorreram alterações significativas 
da fracção % NPN ao longo do tempo. Pelo contrário, as amostras elaboradas com L. 
casei-01 apresentaram valores crescentes de fracção NPN ao longo do tempo mostrando 
uma tendência mais acentuada de formação de pequenos péptidos. No caso das amostras 
elaboradas com B. lactis B94, os valores de NPN foram muito semelhantes aos 
encontrados nas amostras controlo verificando-se um relativo aumento nas amostras aos 
56 dias demonstrado pela evolução das contagens desta estirpe que atingiu valores 
próximos do número de colónias da estirpe L. casei-01, como se regista na Figura 6. 
 No geral, o aumento da fracção NPN foi mais significativo nos primeiros 28 dias 
o que poderá ser derivado da ocorrência de proteólise primária pelo coalho formando 
péptidos solúveis que posteriormente vão ser hidrolisados pelas peptidases e proteinases 
das estirpes adicionadas a péptidos de menor dimensão ao longo do período de cura 
[39]. A semelhante contribuição da L. casei-01 para as fracções de NPN nos queijos de 
vaca e ovelha originando valores superiores é equivalente aos resultados de Ong et 
al.[39] que reportaram uma maior actividade proteolítica da L. casei relativamente a 
Bifidobacterium sp. e consequentemente uma capacidade superior de hidrolisar caseínas 
o que contribuiu para um aumento dos péptidos mais hidrossolúveis. Ao contrário do 
que se verificou, esperava-se uma contribuição muito superior das estirpes em relação 
aos queijos controlo na percentagem de WSN devido à presença de um maior número 
de enzimas proteolíticas, no entanto, apenas na fracção NPN se notou essa influência.  
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3.3 Determinação das diferentes actividades biológicas 
 
3.3.1 Actividade antioxidante 
  
 Têm sido reportados na literatura péptidos e hidrolisados proteicos com 
actividade antioxidante, obtidos por proteólise de proteínas lácteas. Estes péptidos 
poderão ser utilizados na prevenção de reacções oxidativas. Com o objectivo de 
reconhecer a existência de actividade antioxidante nas diferentes amostras de queijo foi 
determinada esta actividade através do uso do radical ABTS
+●
. Na presença de 
antioxidantes o radical cromóforo ABTS (de cor verde azulada) é reduzido e 
consequentemente gera-se um produto incolor. Apesar deste método ser reconhecido 
como um bom método deverão ser elaborados métodos complementares, nomeadamente 
DPPH [69] e/ou ORAC [70] de modo a confirmar os resultados visto que se tratam de 
métodos qualitativos de actividade e não quantitativos. 
 No gráfico representado na Figura 9 estão representadas as diferentes amostras 
de queijo, nomeadamente de queijo de vaca a verde, de cabra a laranja e ovelha a azul e 
com uma gradação de cor do claro para o mais escuro ao longo dos tempos analisados. 
Foi analisada a fracção inferior a 3 KDa contemplando apenas os tempos inicial, 
intermédio e final das amostras ou seja, os 0, 28 e 56 dias. Foi escolhida esta fracção 
visto que em estudos anteriores [54] se verificou que as fracções de baixo peso 
molecular (3-10 KDa e inferior a 3 KDa) apresentam compostos com elevado poder 
redutor e portanto potencial actividade antioxidante. Os resultados estão descritos em 
g de ácido ascórbico por mg de proteína presente na fracção, visto que o ácido 
ascórbico é largamente aplicado na indústria como antioxidante. 
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Figura 9 - Capacidade antioxidante das amostras controlo e inoculadas com L. casei-01 e B. lactis B94 de 
queijo de vaca (verde), cabra (laranja) e ovelha (azul) ao longo dos tempos inicial (0d), intermédio (28d) e 
final (56d). 
 
 Pela visualização dos resultados verificou-se de um modo geral, que o tempo de 
maturação dos queijos teve uma influência estatisticamente significativa na actividade 
antioxidante das diferentes amostras (p<0,05) assim como a estirpe adicionada (p<0,05) 
mas o tipo de leite não teve influência significativa na variação da actividade 
antioxidante (p>0,05). Estas três variáveis independentes conjugadas (tipo de leite, 
tempo e estirpe) não influenciaram significativamente a actividade antioxidante 
(p>0,05). Nas matrizes coaguladas de leite de vaca verificou-se um aumento da 
actividade antioxidante ao longo do tempo de maturação para as amostras controlo no 
entanto para a estirpe L. casei-01 constatou-se o contrário, ocorrendo um decréscimo da 
actividade ao longo dos 56 dias que se revelou estatisticamente significativo. Estes 
resultados poderão ser devidos à presença de péptidos bioactivos que posteriormente 
foram hidrolisados pela estirpe para seu consumo gerando péptidos com menor 
dimensão levando à perda dessa mesma actividade. Estudos realizados em queijo 
Cheddar inoculado com L. casei spp casei 300 [71] demonstraram um aumento da 
actividade antioxidante nos 4 primeiros meses de cura associado ao elevado nível de 
proteólise ocorrida, no entanto a partir desta data verificou-se um decréscimo dessa 
mesma actividade, sugerindo que a presença de actividade antioxidante é dependente da 
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extensão da proteólise [72]. Verificou-se o mesmo padrão no caso das amostras de 
queijo de cabra em que também o controlo apresentou um crescimento na actividade 
antioxidante enquanto que no caso da presença da estirpe L. casei-01 ocorreu o inverso. 
A justificação será semelhante à dada para os queijos de leite de vaca. A mesma 
tendência se verificou no caso dos queijos de leite de cabra com B.lactis B94, notando-
se uma redução na actividade antioxidante ao longo do tempo de maturação das 
matrizes coaguladas. Nos queijos de ovelha a tendência não foi tão perceptível 
verificando-se um aumento estatisticamente significativo da actividade antioxidante dos 
0 para os 28 dias nas amostras controlo e depois uma manutenção dessa actividade, 
identificado pelo teste de Tukey. As amostras com L. casei-01 apresentaram a mesma 
tendência de diminuição da actividade ao longo do tempo, tal como aconteceu nas 
amostras de queijo de vaca e cabra e as amostras de ovelha com B94 não apresentaram 
um padrão definido mas pareceu haver um aumento da actividade nos primeiros 28 dias 
de maturação embora ambas as tendências não sejam estatisticamente significativas.  
 Verificou-se em geral que os queijos controlo apresentaram valores de 
actividade antioxidante superiores aos existentes nas amostras de queijo inoculados com 
as estirpes o que poderá ser explicado pelo facto de nas amostras controlo apenas existir 
a acção do coalho e das enzimas endógenas que causaram a proteólise das diferentes 
proteínas do leite mas após a formação dos péptidos não sucedeu a sua degradação. Nas 
amostras probióticas, a presença da estirpe repercutiu-se numa constante dinâmica 
proteolítica de formação e consumo de péptidos levando possivelmente à formação de 
péptidos antioxidantes que apesar de produzidos foram também consumidos pela estirpe 
para o seu desenvolvimento levando ao desaparecimento da actividade.  
 Embora se tenha identificado actividade antioxidante in vitro esta não poderá ser 
considerada activa in vivo sem que seja posteriormente testada a sua biodisponibilidade, 
reactividade e estabilidade nos tecidos vivos. Estes resultados permitem-nos considerar 
estas matrizes de leite coagulado de vaca, cabra e ovelha como potenciais amostras na 
procura de péptidos antioxidantes. 
 
3.3.2 Actividade anti-hipertensiva 
 
 A actividade inibidora da enzima conversora da angiotensina (IACE) das 
diferentes amostras analisadas de queijo está representada na Tabela 5 pelo valor de 
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IC50 que traduz a concentração de proteína necessária para inibir em 50% a acção da 
ACE. Foi analisada a fracção inferior a 3 KDa contemplando apenas as amostras 
controlo aos 0 dias e as amostras aos 56 dias. Foi escolhida esta fracção para análise 
visto que alguns estudos [57, 73] demonstraram que a fracção contendo péptidos 
inferiores a 3 KDa oferecem uma maior contribuição na actividade inibidora da enzima 
conversora da angiotensina do que a fracção inferior a 10 KDa sugerindo um efeito 
inibidor causado por pequenos péptidos. 
 
Tabela 5 – Actividade inibidora da enzima conversora da angiotensina (IACE) dada pelo valor de IC50 
(quantidade de proteína necessária para inibir em 50% a acção da ACE) para diferentes amostras de 
queijo de vaca, cabra e ovelha com 0 e 56dias de maturação a 12ºC. 
Amostra (IACE) IC 50 g/mL 
QV1 controlo 0d n.e. 
QV1 controlo 56d n.e. 
QV1 LCS-01 56d 
b
 12.1 
QV2 LCS-01 56d 15.3 
QC1 controlo 0d n.e. 
QC2 controlo 56d 33.5±4.19
a
 
QC1 LCS-01 56d 12 
QC2 LCS-01 56d 10.6 
QC1 B94 56d 29.2 
QC2 B94 56d 9.9±0.96
a
 
QO2 controlo 0d 
b
 n.e. 
QO1 controlo 56d n.e. 
QO2 controlo 56d n.e. 
QO1 LCS-01 56d 6.1 
QO2 LCS-01 56d 
b
 11.4 
QO1 B94 56d 16.24±3.16
a
 
QO2 B94 56d 51.2 
n.e. -  Foi realizada a determinação mas não foi encontrada actividade 
a foram realizadas duas vezes estas determinações de modo a confirmar os valores obtidos 
b estas determinações correspondem a amostras à qual foi preparada uma segunda solução inicial 
  
  
 A actividade inibidora da enzima conversora da angiotensina nos queijos foi 
superior nas amostras à qual foram adicionadas as estirpes L. casei-01 e B. lactis B94 
correspondentes aos 56 dias. Entre as várias amostras de queijo controlo com 56 dias de 
maturação a 12ºC apenas a amostra QC2 controlo 56d apresentou actividade. Todas as 
amostras controlo aos 0 dias não apresentaram actividade inibidora da enzima 
conversora da angiotensina. O aparecimento de actividade nas amostras com B. lactis 
B94 e L. casei-01 aos 56 dias de maturação a 12ºC, relativamente às amostras controlo, 
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poderá ser um indicador de que a presença destas bactérias na matriz coagulada 
contribuiu para a formação de péptidos com actividade anti-hipertensiva. No entanto, 
para todos os tipos de leite, a estirpe de bactéria adicionada não influenciou 
estatisticamente os valores de actividade anti-hipertensiva (p>0.05) nos queijos. 
Também Ong et al. [15] identificaram uma percentagem de inibição da ACE superior 
nos queijos Cheddar feitos com a adição das estirpes Lb.casei 279, Lb.casei LAFTI
®
 
L26 e Lb.acidophilus LAFTI
®
 L10 relativamente aos seus queijos controlo. A gama de 
valores que se verificou no nosso estudo é próxima da gama encontrada nos estudos em 
queijo Cheddar para um tempo de cura muito superior ao nosso (24 semanas) em que os 
valores de IC50 das amostras elaboradas com B.animalis subsp. lactis LAFTI
®
 B94 e 
Lb.casei 279 variam entre os 0,17-0,20 mg/mL e os 0,15-0,17 mg/mL, respectivamente. 
Apesar dos valores determinados de IC50 serem muito semelhantes entre estirpes, as 
amostras com L. casei-01 apresentaram valores ligeiramente mais baixos representando 
uma melhor actividade anti-hipertensiva destas. Tal como no nosso estudo, também 
estes autores encontraram valores ligeiramente mais baixos de IC50 nas amostras com L. 
casei relativamente a B. lactis. Isto poderá ser indicativo de que a presença desta estirpe 
nos queijos gerados leve à formação de um maior número de péptidos bioactivos, que os 
péptidos gerados sejam mais activos ou que um mesmo péptido com maior actividade se 
encontre numa concentração mais elevada. No entanto as análises realizadas não 
permitem saber qual destas causas poderá ser.  
 A adição das estirpes probióticas L. casei-01 e B. lactis B94 a matrizes lácteas 
coaguladas de vaca, cabra e ovelha maturadas durante 56 dias a 12ºC parece ter uma 
influência positiva no aparecimento de actividade anti-hipertensiva, relativamente às 
amostras onde as estirpes não se encontram presentes, confirmando o papel da 
especificidade das enzimas proteolíticas na formação de péptidos bioactivos. Estes 
resultados são ainda muito preliminares e exigem estudos mais aprofundados 
nomeadamente a evolução e prevalência destas actividades ao longo do tempo e nas 
fracções dos diferentes pesos moleculares de forma a identificar qual a tendência 
observada. Embora os valores de actividade anti-hipertensiva das amostras analisadas 
não sejam tão potentes como alguns fármacos existentes, nomeadamente o Captopril 
(IC50 0.007 mol/L [15, 55]), usadas no tratamento da hipertensão, apresentam uma 
grande potencialidade podendo ser facilmente incluídos numa dieta diária tornando-se 
naturalmente alimentos funcionais. 
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3.4 Análise do perfil peptídico das fracções de WSN  
 
 Os perfis peptídicos dos queijos controlo e queijos probióticos foram analisados 
por RP-HPLC antes da análise por espectrometria de massa após 56 dias de cura a 12ºC. 
Foram estudadas apenas as amostras analisadas por espectrometria de massa que 
demonstraram valores mais interessantes de actividade anti-hipertensora, isto é, valores 
de IC50 mais reduzidos. A Figura 10 mostra os perfis peptídicos dos diferentes queijos. 
 
 
 
 
 
Figura 10 - Representação de uma parte dos cromatogramas de RP-HPLC da fracção inferior a 3 KDa das 
amostras QV1 controlo (A), QV1 LCS-01 (B), QC2 controlo (C), QC2 LCS-01 (D), QC2 B94 (E), QO2 
controlo (F), QO1 LCS-01 (G) e QO1 B94 (H), todas elas correspondentes aos 56 dias de maturação a 12 
ºC. A cor vermelha corresponde à primeira corrida e a preto uma segunda corrida. 
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 Pela visualização apenas dos cromatogramas não foi possível concluir acerca das 
fracções peptídicas geradas, no entanto denota-se diferenças no perfil cromatográfico. 
Nos vários tipos de queijo verificou-se o aparecimento de um pico mais acentuado nas 
amostras onde foram adicionadas as estirpes e nas amostras inoculadas com B94 as 
intensidades desses mesmos picos foram um pouco superiores. Podemos dizer que se 
denotam diferenças no perfil péptido entre as amostras controlo e as amostras 
inoculadas com L. casei-01 e B. lactis 94 e uma semelhança entre o perfil dos queijos 
inoculados dentro de cada tipo de leite. O perfil da amostra controlo de vaca apresentou 
maiores diferenças em relação às amostras controlo de cabra e ovelha.  
 Estes perfis demonstraram a presença de péptidos que poderão revelar-se 
potencialmente activos no queijo, actividade essa que depende de um complexo 
equilíbrio entre a formação e a degradação pelo sistema proteolítico envolvido na 
maturação do queijo. A proteólise causa uma progressiva libertação de potenciais 
péptidos que podem ser posteriormente quebrados pela digestão enzimática e perda das 
suas funções biológicas [73]. 
 
 
3.5 Análise das fracções por HPLC-ESI-MS 
 
 Após a análise das diferentes actividades e a constatação de valores mais 
interessantes na actividade anti-hipertensiva procedeu-se à análise das amostras com 
valores de IC50 mais promissores. Assim foram analisadas por HPLC-ESI-MS as 
amostras de queijo de vaca com estirpe L. casei-01, as amostras de queijo de cabra com 
ambas as estirpes e as amostras de queijo de ovelha com ambas as estirpes assim como 
os respectivos controlos dos três tipos de queijos. Todas as análises correspondem às 
fracções das amostras com 56 dias de maturação inferiores a 3 KDa. 
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Figura 11 - Cromatograma de HPLC-ESI-MS correspondente à fracção inferior a 3 KDa da amostra QC2 
controlo 56 dias (acima) e espectro de massa correspondente (abaixo). A abundância relativa refere-se à 
intensidade dos picos mais abundantes observados em cada espectro de massa obtidos durante a 
separação de HPLC. O tempo (em minutos) é relativo ao tempo de retenção e a escala m/z corresponde à 
razão massa carga. 
 
 Foi possível confirmar pela observação dos diferentes espectros obtidos que as 
amostras sofreram uma elevada actividade proteolítica gerando uma quantidade muito 
elevada de péptidos. Observou-se uma grande abundância de péptidos eluídos 
essencialmente entre os 15 e os 30 minutos da corrida de HPLC. Devido ao grande 
número de picos gerados nos espectros das diferentes amostras foi escolhida uma escala 
de análise em que apenas os picos com abundância relativa superior a 10% foram tidos 
em conta. A procura desses mesmos picos foi feita dividindo o espectro em 3 partes: 
100 a 500, 500 a 1000 e 1000 a 1500 m/z. Os resultados obtidos estão sintetizados na  
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Tabela 6. 
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Figura 12 - Cromatograma de HPLC-ESI-MS correspondente à fracção inferior a 3 KDa da amostra QC2 
LCS-01 56 dias (acima) e espectro de massa correspondente (abaixo).  
 
 
 A título de exemplo estão demonstrados nas Figura 11 e Figura 12 os 
cromatogramas de HPLC-MS e respectivos espectros de massa das amostras QC2 
controlo 56 dias (Figura 11) e QC2 LCS-01 56 dias (Figura 12) que mostram a grande 
abundância e complexidade de picos antes referida. Pela comparação dos dois 
cromatogramas, é clara a maior abundância de péptidos na amostra onde a estirpe 
L.casei-01 se encontra presente e essa abundância é acompanhada no espectro de massa 
pelo surgimento de um maior número de picos correspondentes a péptidos. 
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Tabela 6 – Representação do número de péptidos totais nas diferentes amostras de queijo, número de 
picos comuns, número de picos únicos e respectivos valores de IACE. 
Amostra 
Nº 
péptidos 
total 
Nº péptidos 
comuns 
(3amostras) 
Nº péptidos 
comuns 
(2estirpes) 
Nº péptidos 
comuns entre 1 
estirpe e controlo 
Nº 
péptidos 
únicos 
IACE 
(IC50) 
QV1 controlo 56d 24 
  9 
15 n.e. 
QV1 LCS-01 56d 47 38 12.1 
QC2 controlo 56d 18 
7 26 2 
9 33.5 
QC2 LCS-01 56d 39 5 10.6 
QC2 B94 56d 50 16 9.9 
QO2 controlo 56d 14 
7 14 1 
6 n.e. 
QO1 LCS-01 56d 32 10 6.1 
QO1 B94 56d 29 8 16.2 
 
 Os resultados mostram que o número de péptidos totais observáveis foi inferior 
nas amostras controlo relativamente às amostras com estirpe, tal como esperado. Isto 
poderá ser um indicador de uma maior actividade proteolítica nas amostras com as 
estirpes L. casei-01 e B. lactis B94 nos 56 dias de maturação a 12ºC como já tinha sido 
observado nos resultados das fracções NPN dos vários queijos. Na amostra QV1 
controlo 56d verificou-se um maior número de péptidos observáveis relativamente às 
restantes amostras controlo. A amostra QV1 LCS-01 56d possui um número de péptidos 
observáveis superior demonstrando uma maior actividade proteolítica da estirpe. Nas 
amostras de cabra verificou-se um maior número de péptidos na amostra QC2 B94 56d 
relativamente à amostra QC2 LCS-01 56d sugerindo que a presença da B. lactis 94 
gerou um número de péptidos superior, o que já tinha sido verificado anteriormente na 
fracção NPN aos 56 dias onde a percentagem de NPN no queijo de cabra com a estirpe 
B94 é superior à percentagem de NPN correspondente à amostra inoculada com L. 
casei-01. Já nas amostras de queijo de ovelha a tendência foi contrária, visto que a 
amostra QO1 LCS-01 apresentou um maior número de péptidos, apesar desta diferença 
ser de apenas 3 péptidos (32 para 29) e também neste caso acompanha os resultados 
enunciados na fracção NPN que foi superior nos queijos inoculados com L. casei-01. 
 Relativamente aos péptidos únicos presentes em cada uma das amostras o que se 
reconhece é que em geral estes são superiores nas amostras contendo estirpe. Nas 
fracções de queijo de vaca registou-se a presença de 38 péptidos únicos nas amostras 
onde estava presente a estirpe L. casei-01 pelo que se prevê que a presença da 
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actividade anti-hipertensiva seja devida a esses péptidos. Em relação às fracções de 
queijo de cabra as considerações são um pouco diferentes. O número de péptidos únicos 
foi superior nas amostras QC2 B94 56d relativamente ao controlo e QC2 LCS-01 56d; 
de facto esta amostra demonstrou valores mais favoráveis de inibição da enzima 
conversora da angiotensina relativamente aos valores desta actividade no controlo. 
Contudo, ambas as amostras com estirpe apresentaram actividade, sendo os valores de 
IC50 muito semelhantes pelo que a actividade destas poderá ser devida aos 26 péptidos 
comuns a ambas as estirpes, visto que se trata de um número considerável de péptidos 
no número total presente nas amostras. Nas amostras de ovelha verificou-se um valor 
superior de péptidos únicos na amostra QO1 LCS-01 56d à qual corresponde um valor 
de IC50 de 6.1 verificando-se uma concordância entre o número de péptidos únicos e os 
valores de actividade portanto poder-se-á atribuir os valores de actividade ao número de 
péptidos. Outra possibilidade para explicar a elevada actividade anti-hipertensiva visto 
que se trata de uma quantidade de péptidos únicos muito semelhante, é a existência de 
um ou mais péptidos na amostra QO1 LCS-01 56d com uma forte actividade 
relativamente a outros ou ainda a uma quantidade desses mesmos péptidos superior 
naquela amostra. 
 A estas análises preliminares seria necessário acrescentar estudos de 
identificação das sequências dos péptidos bioactivos responsáveis pela presença destas 
actividades. Os procedimentos deveriam seguir uma pré-separação e purificação das 
amostras com actividade anti-hipertensiva global, avaliando essas diferentes fracções de 
forma a identificar a ocorrência de uma actividade mais expressiva e só posteriormente 
fazer uma análise por massa dessas mesmas fracções de forma a identificar com maior 
certeza a prevalência de determinados péptidos na justificação da existência de 
actividade.  
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4. Conclusão 
 
 Neste estudo verificou-se no geral que os queijos de vaca, cabra e ovelha com L. 
casei-01 ou B. lactis B94 se revelaram-se com elevado potencial probiótico uma vez 
que após 56 dias de maturação possuíam cerca de 10
9
 células viáveis por grama de 
queijo com excepção da estirpe B. lactis B94 em queijo de vaca. As amostras de queijo 
inoculadas com as estirpes probióticas sofreram no geral um abaixamento do pH ao 
longo dos 56 dias a 12ºC derivado da formação de ácidos resultantes do seu 
metabolismo. Devido ao menor índice de sobrevivência e viabilidade de B. lactis B94 
em queijo de vaca, as suas amostras não foram posteriormente sujeitas às análises de 
determinação de actividade antioxidante e anti-hipertensiva.  
 Observou-se uma variação nos índices de WSN e NPN ao longo do tempo 
correspondente a um maior grau de proteólise nos queijos inoculados com L. casei-01 e 
B. lactis B94 ao longo de 56 dias de maturação a 12ºC, tendo sido mais acentuado logo 
nos primeiros 28 dias nas amostras inoculadas com L. casei-01. Já as amostras 
inoculadas com B. lactis B94 parecem apresentar uma tendência mais tardia de maior 
actividade proteolítica. 
 Na determinação da actividade antioxidante nas fracções inferiores a 3 KDa 
verificou-se em geral que os controlos apresentaram valores de actividade antioxidante 
superiores aos existentes nas amostras de queijo inoculadas com as estirpes ao longo 
dos 56 dias de maturação. Este facto deveu-se provavelmente à hidrólise de péptidos 
primariamente formados pelo coalho pelas estirpes bacterianas, levando à perda de 
actividade. Apenas no queijo de ovelha a presença da estirpe B. lactis B94 gerou valores 
semelhantes de actividade antioxidante às amostras controlo. Pelo contrário, os estudos 
de actividade anti-hipertensiva realizados nas amostras com 56 dias indicaram que a 
presença das estirpes potencialmente probióticas contribuiu com o aparecimento de uma 
elevada actividade, sendo necessárias quantidades bastante reduzidas de proteína (na 
gama dos 9.9 e 51.2 g/mL) para inibir 50 % da acção da ACE. Embora tenham sido 
identificadas actividades in vitro serão necessários testes futuros de reactividade, 
biodisponibilidade e estabilidade destes péptidos nos tecidos vivos para comprovar a 
prevalência dessas mesmas actividades. A análise de algumas das fracções com valores 
mais promissores de actividade anti-hipertensiva por HPLC-ESI-MS, confirmou a 
existência de um elevado número de péptidos, sendo que o número total de péptidos 
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observáveis foi superior nas amostras contendo as estirpes probióticas o que se poderá 
relacionar com a presença de uma actividade inibidora mais intensa, contudo estudos 
mais aprofundados são necessários para suportar estas afirmações. Estes resultados 
demonstram que a adição das estirpes L.casei-01 e B.lactis B94 em queijos de cabra e 
ovelha poderão promover a formação de péptidos com potencial actividade anti-
hipertensiva.  
 De futuro seria importante realizar estudos mais aprofundados das diferentes 
amostras de vaca, cabra e ovelha nomeadamente avaliar a influência das estirpes em 
causa na tendência de actividade anti-hipertensiva ao longo do tempo de maturação e 
realizar uma análise mais extensa das fracções com actividade. Assim uma pré-
separação das amostras de queijo de forma a obter porções mais puras de péptidos 
permitiria realizar uma análise por espectrometria de massa das fracções com actividade 
e identificar as sequências dos péptidos responsáveis por essa mesma actividade. A 
tentativa realizada no âmbito deste trabalho permitiu apenas analisar de modo 
preliminar a complexidade péptidica das amostras. Seria também interessante como 
trabalhos futuros avaliar as potencialidades do soro expelido aquando da coagulação no 
processo de fabrico do queijo, assim como simular a digestão característica do tracto 
gastrointestinal e a sua influência na bioactividade dos péptidos existentes encontrados, 
assim como a sua resistência. Além disso, tendo em conta os conhecimentos existentes 
acerca da influência positiva dos FOS e inulina na viabilidade das estirpes, seria 
interessante fazer os mesmos estudos destes queijos com a introdução destes 
prebióticos. 
 Este trabalho contribuiu para uma maior conhecimento científico da 
potencialidade do uso de estirpes na manufactura de queijos e na melhoria das 
propriedades biológicas desses produtos. Os potenciais efeitos benéficos dos péptidos 
bioactivos derivados do leite contribuem para um crescente interesse comercial no 
contexto da promoção de alimentos funcionais promotores de saúde. A fermentação 
microbiana, juntamente com a hidrólise enzimática oferece uma tecnologia natural 
aplicável na produção de péptidos bioactivos derivados de proteínas [44]. 
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